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Introducción
1. EL FACTOR DE CRECIMIENTO SEMEJANTE A LA INSULINA TIPO 1 Y SU
RECEPTOR
Una estimulación apropiada del cerebro conduce a dos t¡~os de movimientos: 1)
movimientos externos, diseñados para obtenerfines deseables ypara evitar otros no deseables
o dañinos y u) movimientos internos o pasiones, a través de los cuales la liberación de
espíritus animales regulan el corazón, el hígado, y otros órganos. Cuando se encuentra una
amenaza con fuerza, la pasión de la ira causa la liberación de espíritus fuertes, mientras
cuando se evita, la pasión del miedo causa en el cerebro la liberación de espíritus débiles.
Con estas palabras Rene Descartes, en 1669, concebía todo un sistema de señalización
química intercelular entre el cerebro y distintas dianas del organismo. De los sistemas de
comunicación química, análogos al concebido por Descartes, ha dependido la compleja
evolución de los organismos pluricelulares. Dicha comunicación es esencial tanto para
fenómenos de crecimiento y división como para coordinar las diversas actividades en el
normal funcionamiento de los miles de millones de células de un organismo.
La comunicación química intercelular se basa en la secreción de substancias que
actúan como señales para células situadas a cierta distancia. Esta comunicación ha llegado
a ser la funciónprimaria de dos sistemas de órganos interactuantes altamente especializados,
el sistema nervioso y el sistema endocrino. Células nerviosas y endocrinas presentan notables
diferencias en el modo de su señalización intercelular. Sin embargo, en algunos aspectos, los
mecanismos de señalización de ambos sistemas son similares. Muchas de las moléculas de
señalización utilizadas por las células endocrinas son también utilizadas por las neuronas,
como son las hormonas peptidicas (Hókfelt, 1991).
Las hormonas peptídicas se encuentran ampliamente distribuidas en numerosos
orgamsmos y tejidos, pudiendo actuar por diferentes vías de comunicación intercelular
(hormona endocrina, factor local, neurotransmisor y neurohormona; Krieger, 1983). Unbuen
ejemplo de hormonas peptídicas ampliamente distribuidas en los organismos, son los péptidos
de la familia de la insulina. Los péptidos relacionados con la insulina han sido detectados en
insectos, anélidos, moluscos, protozoos, hongos, plantas con flor e incluso organismos
unicelulares como las bacterias (Sehuldiner y col., 1991). Dentro de un mismo organismo,
los péptidos de la familia de la insulina se hallan distribuidos en numerosos tejidos. Esta
ubicuidad parece indicar que, en el curso de la evolución, ante la necesidad creciente de
diversificar la señalalización intercelular, un relativamente pequeño número de substancias
químicas mensajeras y sus receptores han desarrollado una multiplicidad de papeles
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funcionales específicos, pudiendo coordinar diferentes actividades en un mismo organismo
(Scharrer, 1987).
En los vertebrados, los péptidos miembros de la familia de la insulina son cuatro: la
propia insulina, los factores de crecimiento semejantes a la insulina tipo 1 y II (IGF-I e IGF-
II) y la relaxina (Bolander, 1989a).
El descubrimiento de los IGFs se realizó a partir del análisis independiente y paralelo
de tres factores diferentes, cada uno de ellos responsable de diferentes actividades biológicas:
1. Las somatomedinas: factores que mediaban la actividad promotora del crecimiento
de la hormona del crecimiento (GH) en el cartílago (Daughaday y col., 1972).
2. Moléculas con actividad similar a la insulina no suprimible (NSILA): factores que
estimulaban la captación de glucosa en tejido adiposo, incluso en presencia de antisuero a-
insulina (Froesch y col., 1963).
3. Moléculas con actividad estimulante de multiplicación (MSA): factores del suero
o medios condicionados que estimulaban la proliferación de células en cultivo (Pierson y
Tiemin, 1972)
La purificación de las somatomedinas de suero humano permitió la identificación de
tres fracciones, somatomedina A (Hall, 1972), somatomedina C (Van Wyk y col., 1974) y
somatomedina B (Fryklund y col., 1976), esta última se comprobó más tarde que no
correspondía a una somatomedina. El análisis de los NSILA de suero humano dio la
estructura de los dos IGFs, denominados IGF-I e IGF-II (Rinderknecht y Humbel, 1978a;
Rinderknecht y Humbel, 1978b). La somatomedina C se comprobó que era idéntica al IGF-I
(Klapper y col., 1983) y la somatomedina A era una mezcla de las dos especies de IGFs
(Spencer y col., 1983). La purificación de MSA permitió su identificación con IGF-II
(Marquardt y col., 1981). Actualmente se ha adoptado una única terminología: IGF-I e IGF-
II.
Los IGFs son péptidos generados probablemente por duplicación. Todos tienen una
cadena A y otra B unidas por tres puentes disulfuro. Las mayores diferencias residen en la
presencia y longitud del péptido C, así como en la extensión de los terminales amino y
carboxilo (Bolander, 1989a). IGF-I e IGF-II tienen un 64% de homología entre si y un 50%
cada uno de ellos con la insulina (Daughaday y Rotwein, 1989). A diferencia de la insulina,
la cual solo es sintetizada por las células B del páncreas en el adulto, los IGFs son
sintetizados por múltiples órganos (D ‘Ercole y col., 1984). El cuarto miembro de la familia
de la insulina, la relaxina únicamente posee un 20-25% de homología con la insulina o los
IGFs (Bolander, 1989a). Algunos autores piensan que el factor de crecimiento nervioso
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(NGF), con un 15-20% de homología con los IGFs, podría ser otra de las moléculas
relacionadas con la familia de la insulina, pudiéndose haber generado por una reduplicación
parcial del gen de la proinsulina (Bolander, 1 989a). La actividad biológica de esta familia
es doble: crecimiento y metabolismo, ambas están interrelacionadas ya que el metabolismo
debe ser ajustado para poder realizarse el crecimiento (Froesch y col., 1985). La insulina es
fundamentalmente una hormona anabólica, aunque altas concentraciones pueden promover
el crecimiento, probablemente a través del receptor de IGF-I (R-IGF-I; Moses y Tsuzaki,
1991). La especifidad de las acciones de estas hormonas viene dada por el tipo de receptor
con los que interactuan (Bolander, 1989b). Los receptores de la familia de la insulina
presentan similitudes con otros factores de crecimiento (factor de crecimiento epidérmico,
EGF; factor de crecimiento derivado de plaquetas, PDGF), pudiendo ser debida a una
evolución convergente o a una duplicación de genes con intercambio de dominios (Bolander,
1989b).
1.1. El IGF-I
El IGF-I maduro contiene 70 aminoácidos distribuidos en los dominios: NH,B-C-A-
DcooH (Foyt y Roberts, 1991; Zapf y col., 1981; Daughaday y Rotwein, 1989). Una
importante característica es su alta conservación en la evolución. En la filogenia de IGF-I las
sustituciones de aminoácidos son relativamente pocas. Entre los mamíferos la conservación
de la secuencia de aminoácidos de IGF-I circulante es mayor del 92%. La mayor parte de
las sustituciones suelen estar cercanas al grupo terminal carboxilo (Foyt y Roberts, 1991).
En otros grupos de vertebrados, e incluso procordados, ha sido demostrada la presencia de
material similar a IGF-I (Reinecke y col., 1991; Kajimoto y Rotwein, 1990; Reinecke y col.,
1993). Este péptido es producido mayoritáriamente por el hígado, bajo el control de OH,
ejerciendo importantes acciones endocrinas (Froesch, 1985). Sin embargo, otros muchos
tejidos también son capaces de sintetizarlo, ejerciendo posiblemente acciones autocrinas y/o
paracrinas (D’Ercole, 1984).
Al igual que otros péptidos secretables, IGF-I es sintetizado como un precursor
(preproíGF-I) el cual contiene un péptido señal (Foyt y Roberts, 1991). Estudios en la
caracterización del ADNc de IGF-I, han mostrado la presencia de un quinto dominio en el
extremo terminal carboxilo, el péptido E. En el caso de algunas especies como el hombre o
la rata, dos tipos de secuencia ADNc han sido descritas, las cuales codifican para dos
diferentes péptidos E, originando dos IGF-I diferentes: IGF-Ia y IGF-Ib. Estas diferencias
son el resultado de un procesamiento alternativo de los transcritos primarios (Roberts y col.,
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1987). El péptido E no forma parte del IGF-I maduro circulante, sino del proIGF-I. Sin
embargo, en algunos casos el péptido E se ha encontrado en formas maduras del péptido
(Conover y col., 1989). El posible papel del péptido E es desconocido.
El gen que codifica al IGF-I es un único gen con varios exones. En la rata este gen
posee más de 70 Kb y esta compuesto por 6 exones separados por 5 intrones. Los exones 1
y 2 codifican el péptido señal y secuencias de una región no traducida 5’. El exón 3 codifica
el resto de la secuencia del péptido señal y la mayoría del dominio B. El exón 4 codifica el
resto del dominio B, el C, el A, el D y los 16 primeros aminoácidos del péptido E. El exón
5 codifica parte del dominio E y el 6 el resto del péptido E y una secuencia de una región
no traducida 3’. Existe una regulación de procesamiento alternativo capaz de generar
diferentes ARNm, los cuales codifican distintas moléculas prepro-IGF-I o proIGF-I con
diferentes péptidos señal o con diferentes péptidos E, que se procesan hacia una misma
molécula madura. Es probable que exista un procesamiento, transporte y secreción de la
prohormona o de la forma madura característico de cada preproíGF-I. En función del estado
de desarrollo y de una manera específica para cada tejido la proporción de cada ARNm
puede variar indicando una multitud de funciones para la molécula madura o de algunos de
sus precursores (Lund y col., 1991; Adamo y col., 1991a; Gilmour, 1994). La transcripción
del gen de IGF-I esta controlada por, al menos, dos promotores los cuales originan distintos
ARNms (Steenbergh y col., 1993; Adamo y col., 1993; Gilmour, 1994). Otro mecanismo
por el cual se generan diferentes tamaños de los ARNm de IGF-I es la presencia de sitios de
poliadenilación (Lund y col., 1991; Adamo y col., 1991a).
La necesidad de modular cuidadosamente los niveles de hormona activa bajo
diferentes circunstancias (en distintos tejidos y en diferentes estados funcionales) requiere
múltiples niveles de control. Estos podrían incluir la síntesis de diferentes especies de
ARNm, los cuales pueden ser diferencialmente estables o diferencialmente traducidos.
Además la codificación de distintos precursores prepro- y pro-IGF-I por diferentes ARNm
puede permitir un control más de la expresión del gen de IGF-I, como puede ser el
procesamiento, transporte y secreción del producto primario de la traducción.
1.2. El R-IGF-I
Las acciones biológicas de IGF-I son el resultado de una cadena de eventos, los cuales
son iniciados por su interacción con la porción extracelular de una glicoproteina de
membrana. La unión del ligando causa cambios alostéricos en la estructura del receptor que
son transducidos mediante un segmento transmembrana, el cual activa un dominio catalítico
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citoplasmático de la molécula (Werner y col., 1991). La organización del preproreceptor ha
sido establecida mediante análisis de secuencia, mostrando la siguiente disposición: NH,péptido
señal- subunidad a- subunidad BcooH (Maly y Ltithi, 1986; Ullrich y col., 1986). La proteína
madura es un heterotetrámero con la conformación B-a-a-B. La subunidad a es totalmente
extracelular y conteniene una región rica en cisteina y 11 sitios potenciales de glicosilación.
La subunidad B es una cadena transmembrana con un dominio intracelular enzimático tirosina
quinasa y un sitio de unión para ATP (Morgan y col., 1986). La homología mas alta entre
los receptores de IGF-I y de insulina reside en el dominio tirosina quinasa, mientras que la
más baja se encuentra en los segmentos ricos en cisteina, pudiéndose explicar las diferentes
especificidades de los receptores de IGF-I y de insulina por sus ligandos (Werner y col.,
1991). Existe una heterogenicidad de R-IGF-I en diferentes tejidos, presentando la a
subunidad diferentes afinidades por ‘251-IGF-I y diferentes pesos moleculares, consecuencias
probablemente de una glicosilación diferencial (Gammeltoft y col., 1985).
Los ARNm de R-IGF-I se piensa que derivan de un único gen. En el adulto, los
niveles máximos de expresión del transcrito de R-IGF-I son detectados en cerebro, sin
observarse ningún mensaje en hígado. El promotor del gen del R-IGF-I parece tener algunas
similitudes con los promotores altamente regulados (Werner y col., 1991). Los diferentes R-
IGF-I que se han descrito podrían ser el resultado de procesamientos alternativos del ARNm
o de maduración postraducional específica de tejido. Sin embargo no puede ser descartada
totalmente la posibilidad de la existencia de un segundo gen.
La afinidad de R-IGF-I por IGF-I es aproximadamente mM, siendo de 2 a 10 veces
menor por IGF-II y de 100 a 500 veces menor por insulina. A su vez el receptor de la
insulina, además de por insulina, también presenta afinidad por los IGFs, mientras que R-
IGF-II tan solo presenta afinidad por los dos IGFs. La capacidad de IGF-I, KW-II e insulina
de unirse a los distintos receptores hace que, in vivo, se puedan solapar las acciones
biológicas de estos péptidos. Debido a este “solape”, en determinadas ocasiones, los IGFs
pueden inducir hipoglucemia y la insulina puede presentar actividad mitogénica (Schuldiner
y col., 1991; Werner y col., 1991).
La unión de IGF-I a su receptor induce la autofosforilación de la subunidad 11 de dicho
receptor. Esta fosforilación es dependiente de la concentración de ligando y necesita la
presencia de Mn2~ y Mg2~ATP (Jacobs y col., 1983; Sasaki y col., 1985). Entre los
substratos exógenos de la actividad tirosina quinasa de R-IGF-I destacan los polímeros de
ácido glutámico y tirosina (Glu/Tyr (4:1)), S6 ribosomal y proteínas histónicas (Sasaki y col.,
1985; Werner y col., 1991). Tanto la autofosforilación como la actividad tirosina quinasa de
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R-IGF-I son necesarias para mediar las acciones biológicas de IGF-I. En un principio,
mediante el empleo de cultivos celulares, se identificaron una serie de proteínas con tirosinas
fosforiladas inmediatamente después de la unión de IGF-I a su receptor (pp 185, PP175~ PP
170 y pp22O), sugiriéndose un papel de estos substratos endógenos fosfoproteicos como
mediadores de la acción de IGF-I (Roth y col., 1991; Werner y col., 1991). Más
recientemente se ha purificado una de las proteínas componentes de la 185, denominándose
el substrato 1 del receptor de insulina (IRS-1), dicho substrato es común para los receptores
de insulina y de IGF-I. La unión de IGF-I o insulina a sus receptores provoca la fosforilación
del IRS- 1, el cual interactua sobre proteínas que poseen dominios 5H2 (src homology 2). La
quinasa 3’ fosfatidilinositol parece ser la principal proteína a la cual se asocia el IRS-1,
debido a esta interacción se produce la acivación de la quinasa (Keller y col., 1993; Chuang
y col., 1993; Myers y col., 1993). Esta activación de la quinasa 3’ fosfatidilinositol se ha
demostrado que puede ser inhibida por fosfatasas transmembranales (Way y Mooney, 1993).
Por último, la quinasa 3’ fosfatidilinositol podría ser la responsable de la elevación de los
fosfatidilinositol 3 ,4-difosfato y 3 ,4,5-trifosfato observada en células tratadas con insulina.
Es posible que, además de los fosfatidilinositoles, existan otros substratos de la quinasa 3’
fosfatidilinositol aún desconocidos que permitan el desarrollo de la señal inducida por
insulina/IGF-I (Keller y col., 1993). El hecho de que IRS- 1 sea una señal común tanto para
IGF-I como para insulina, hormonas con respuestas fisiológicas diferentes, hace pensar en
una posible fosforilación parcial y específica de IRS-1 inducida por cada hormona. Tampoco
se descartan interacciones de IRS-1 con diferentes proteínas con dominios 5H2, así como la
existencia de otras proteínas diferentes de IRS-1 susceptibles a fosforilación por la subunidad
13 del receptor de IGF-I/insulina (Prager y Melmed, 1993; Myers y col., 1993). Otros autores
tambiénrelacionan proteínas como ras o la quinasa activada por mitógenos (MAP kinase) con
la via de señalización intercelular inducida por R-IGF-I (Lu y Campisi, 1992; Roth y col.,
1991)
Algunos aspectos de las señales mitogénicas inducidas por los receptores de IGF-I y
de insulina son similares a las generadas por una familia de moléculas de membrana
transformantes, denominadas oncogenes tipo-src, los cuales incluyen v-erb, v-fins, y neu. Así
pues, se ha sugerido que los receptores de IGF-I y de insulina pudieran representar proto-
oncogenes potenciales. En relación a esta potencial acción transformante, se ha demostrado
que una sobrexpresión de R-IGF-I en células NIH3T3 puede promover transformaciones
neoplásicas dependientes de IGF-I. De todas las proteínas oncogénicas estudiadas, la proteína
transformante del virus sarcoma aviar (y-ros) parece la más similar a los receptores de IGF-I
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y de insulina (Werner y col., 1991).
Al igual que otras hormonas peptidicas, el IGF-I unido a su receptor es internalizado
por endocitosis, siendo requerida ciertas secuencias del receptor para este proceso (p .e.
NPXY). Tras la internalización de los complejos ligando-receptor, el IGF-I es degradado
(Geary y col., 1988; Hsu y col., 1994).
En la mayoría de las células R-IGF-I es un heterotetrámero a2B2. Recientemente, se
han descrito en varios tejidos y líneas celulares una subpoblación de receptores híbridos que
contienen las subunidades a y 13 del receptor de IGF-I y las subunidades a y B del receptor
de insulina con una configuración BIoF4-aIoF~I-aiMuIina-BiMuIina. Sin embargo, no se conoce el
control del ensamblaje de las distintas subunidades, papel biológico, distribución y regulación
de estos receptores. La existencia de receptores híbridos podría incrementar las posibles
acciones biológicas que parecían restringidas a los ligandos individuales con sus receptores
homólogos (Pessin y Frattali, 1993; Jacobs y Moxhan, 1991; Werner y col., 1991).
1.3. Proteínas de unión de los IGFs
Las proteínas de unión de los IGFs (IGFBPs) son moléculas que presentan una alta
afmidad por los IGFs y que se encuentran principalmente en líquidos extracelulares, jugando
importantes papeles en el control de las acciones de los IGFs (Clemmons, 1991; Baxter,
1991).
Actualmente han sido descritas seis fonnas diferentes de IGFBPs (IGFBP- 1 - IGFBP-
6), ubicuamente distribuidas en líquidos extracelulares. Las IGFBPs presentan afinidades muy
altas por ambos IGFs, a menudo superiores que las que presentan los receptores de los IGFs
por sus ligandos. Debido a que la insulina no se une a estas proteínas, las IGFBPs podría
estar implicadas en los mecanismos reguladores diferenciales y coordinados de las acciones
de estas dos clases de hormonas (IGFs e insulina). IGFBP-1, -2 y -3 presentan homologías
estructurales entre si, como son la presencia de regiones ricas en cisteinas. De estas tres
IGFBPs, IGFBP- 1 e IGFBP-2, contienen una secuencia Arg-Gly-Asp cerca de su carboxilo
terminal, la cual podría mediar su fijación a proteínas de la matriz extracelular, denominadas
integrinas (Rosenfeld y col., 1990; Clemmons, 1991).
Las IGFBPs pueden regular: 1) la cantidad y el transporte de los IGFs en los
compartimentos vasculares, II) el transporte de los IGEs en líquidos intersticiales hacia
células y tejidos específicos, III) la cantidad de IGFs disponible para interaccionar con sus
receptores específicos, IV) el metabolismo de los IGFs en los fluidos intersticiales y V) la
acción de los IGF en sus células diana, potenciándola o inhibiéndola (Clemmons, 1991;
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Baxter, 1991). Por último, ha sido propuesto que algunas IGFBPs puedan ejercer acciones
celulares directas, independientes de los IGFs (Drop y col., 1991)
Los diferentes dominios de los IGFs poseen diferentes funciones, el dominio B (el N-
terminal) presenta una gran afinidad por las IGFBPs, mientras que el dominio A es el
responsable de su unión a los receptores (Clemmons, 1991). Cuando las IGFBPs y los
receptores de los IGFs están presentes conjuntamente en un mismo sistema fisiológico, los
IGFs presentes en el medio se unen a IGFBPs o a sus receptores en función de sus afmidades
relativas, existiendo un equilibrio mediado por estas afinidades relativas. En condiciones de
equilibrio, IGFBP-3 parece ser la IGFBP con mayor afinidad por los dos IGFs, siendo esta
afinidad mayor de 10 veces que la de R-IGF-I por ambos IGFs. En todos los casos las
afinidades de IGFBPs por los dos ligandos es igual o mayor que la de R-IGF-I por ambos
ligandos, indicando que los IGFs se unen preferencialmente a IGFBPs. Tanto el pH como
las sales parecen afectar a afinidades de las IGFBPS por los IGFs (Rosenfeld y col., 1990;
Clemmons, 1991; Baxter, 1991; Clemmons y col., 1992). Característicamente, ciertas
IGFBPs son capaces de adherirse a las superficies celulares. A bajas concentraciones de
IGFs, estas IGFBPs controlan, principalmente, la distribución de IGFs entre IGFBPs
asociadas a superficies celulares y sus receptores de membrana. A concentraciones altas de
IGFs, las IGFBPs libres también compiten por los IGFs del medio. Mediante este
mecanismo, las IGFBPs podrían regular la cantidad de IGFs asociados con la superficie de
tipos celulares específicos y modular su interacción con el R-IGF-I, regulando finalmente la
acción de los IGFs sobre el metabolismo celular (Clemmons, 1991).
Una gran variedad de factores pueden regular la expresión de las diferentes IGFBPs
(insulina, IGFs, GH, AMPc, glucocorticoides, progesterona, hormonas tiroideas, estados
nutricionales...). Algunos de estos factores también son reguladores de la expresión del los
IGFs, aunque también existen factores reguladores específicos de la expresión de las IGFBPs
y no de los IGFs (Clemmons y col., 1991; Bale y Conover, 1992).
1.4. Regulación de la expresión de IGF-I y R-IGF-I
Tanto la expresión del ligando IGF-I, como la de su receptor, están sometidas a una
regulación multifactorial. Factores hormonales y nutricionales, específicos de cada tejido y
de cada épocas del desarrollo, regulan la expresión del sistema IGF-I (Rotwein, 1991;
Rotwein y col., 1993).
Regulación durante el desarrollo
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En los distintos tejidos, el ARNm de IGF-I y su receptor son expresados de fonna
diferencial durante el desarrollo. Durante el crecimiento fetal y postnatal hay una alta
expresión de IGF-I y R-IGF-I en numerosos tejidos, el cual probablemente desempeñe una
función autocrina y/o paracrina en el crecimiento y desarrollo. En edades postnatales
tempranas la producción hepática de IGF-I ARNm llega a ser cuantitativamente
predominante, incrementando sus niveles entre 10 y 100 veces desde el nacimiento hasta la
edad adulta, siendo IGF-I una importante señal endocrina para el crecimiento longitudinal
postnatal. Inversamente a la expresión del IGF-I hepático, sus receptores están presentes en
el hígado fetal, pero no en el adulto. La placenta es otro de los mayores productores de IGF-
1, siendo su expresión regulada en su desarrollo. La regulación de la expresión de IGF-I y
su receptor durante el desarrollo, tanto en el hígado como en tejidos extrahepáticos, es el
resultado de la interacción de numerosos factores sistémicos específicos de cada tejido
(Adamo y col., 1991b; Bach y col., 1991b).
Regulación por honnonas sistémicas
Uno de los efectos de la unión de OH a sus receptores hepáticos es la estimulación
de la síntesis y secreción de IGF-I, el cual es el principal responsable del crecimiento
longitudinal. Con la excepción de algunos tejidos como el tracto reproductor femenino, la
mayor parte de la producción extrahepática de IGF-I también es regulada por OH, pudiendo
actuar IGF-I sintetizado localmente de una manera autocrina y/o paracrina sobre estos tejidos
(Adamo y col., 1991b; Rotwein y col., 1993; Fagin y col., 1988).
Otras hormonas circulantes únicamente regulan la expresión del IGF-I que es
producido en órganos diana específicos. De este modo, las hormonas folículoestimulante
(FSH) y luteiizante (LH) incrementan la síntesis de IGF-I en testículo y ovario sin
incrementar los niveles circulantes de IGF-I (Adamo y col., 1991b; Werner y col., 1991).
Los estrógenos son el principal estimulo fisiológico de IGF-I producido en el útero y en las
células de la granulosa del ovario, aunque también pueden estimular la producción de IGF-I
y su receptor en otros tejidos (Murphy, 1991; Adamo y col., 1991b; Michels y col., 1993).
Los glucocorticoides también tienen capacidad de regular IGF-I, su receptor e IGFBPs en
diversos tejidos (Price y col., 1992; Adamo y col., 1991b). Los efectos inhibidores de los
glucocorticoides sobre los niveles del sistema IGF-I descritos por varios autores, podrían
explicar los efectos antiproliferativos y retardadores del crecimiento de estas hormonas sobre
el organismo. Otras hormonas que pueden regular los niveles de IGF-I y de su receptor
incluyen las hormonas tiroideas, paratiroidea y gonadotropinas coriónicas (Werner y col.,
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1991; Adamo y col., 1991b; Rodriguez-Arnao y col., 1993; Mielí y col., 1993).
En ratas diabéticas se produce una resistencia a OH acompañada de un descenso de
la síntesis de IGF-I en hígado (LcRoith y col., 1991; Adamo y col., 1991a). Este descenso
de IGF-I circulante está asociado con una retraso en el crecimiento total y de órganos
específicos. La producción de IGF-I por algunos órganos extrahepáticos tambiénparece estar
disminuida en la diabetes, mientras que en otros, como el riñón, está estimulada (Catanese
y col., 1993). Estos datos reflejan la importante interacción de la insulina con la expresión
de IGF-I. Más recientemente se han implicado a los glucocorticoides como factores
reguladores de los niveles de IGF-I durante la diabetes (Unterman y col., 1993). La
expresión de R-IGF-I e IGFBPs también se altera en la diabetes (Werner y col., 1991; Bach
y col., 1991a; LeRoith y col., 1991).
Regulación por factores de crecimiento.
Al igual que existe una compleja interrelación entre las hormonas circulantes con el
objeto de conseguir un equlilibrio en la expresión de cada una de ellas, lo mismo parece
ocurrir con otros mensajeros químicos: los factores de crecimientos. Cada vez son más los
trabajos que demuestran acciones reguladoras entre diferentes factores de crecimiento,
reflejando la importancia de la acción coordinada entre distintos factores de crecimiento. Ha
sido propuesto que IGF-I es un mediador de los efectos promotores del crecimiento de otros
factores de crecimiento, regulando el crecimiento celular basal (Lowe, 1991). Factores de
crecimiento como EGF, factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF), factor de
crecimiento transformante tipo 131 (TGFI31) y PDGF son capaces de regular la síntesis de
IGF-I en diferentes tipos celulares (Murray y col., 1993; Canalis y col., 1993). También han
sido descritas interacciones cooperativas entre PDGF y FGF con IGF-I en diferentes tipos
celulares (Barnea y Cho, 1993a; Nicolí y Russell, 1991; Pfeifle y col., 1987).
Regulación por otros factores
Otros muchos factores como son el calcio intracelular (Hovis y col., 1993),
endotoxinas (Fan y col., 1994), prostaglandinas (Raisz y col., 1993)... son capaces de
regular la expresión génica de IGF-I en determinados tipos celulares.
Regulación en estados nutricionales alterados.
La síntesis de IGF-I y su receptor es afectada en estados de malnutrición. Durante el
ayuno o dietas pobres en proteínas los niveles de IGF-I en suero y su síntesis en hígado
10
Introducción
descienden de una manera específica para cada tejido. Este descenso puede ser debido, al
menos en parte, a la reducción de los niveles de OH y a la resistencia hepática a dicha
hormona (LeRoith y col., 1991; Bach y col., 1991b; Thissen y col., 1994).
Regulación durante neoplasia, diferenciación y regeneración celular
La existencia de lineas celulares y tumores cancerígenos que expresan IGF-I y su
receptor ha sugerido la posibilidad que este factor de crecimiento pueda ser regulado e
intervenir en procesos cancerígenos (LeRoith y col., 1991). La expresión de IGF-I también
ha sido estudiada en varios modelos de diferenciación celular y desdiferenciación,
observándose que la expresión de IGF-I puede estar en función del grado de diferenciación
celular (Adamo y col., 1991b). IGF-I también puede ser inducido por lesiones tisulares y
actuar en los procesos de regeneración y reparación de tejidos de un modo autocrino y/o
paracrino. IGF-I parece especialmente implicado en la supervivencia y regeneración del
sistema nervioso (Mattson y col., 1993), músculo esquelético (Edwall y col., 1989) y en
hipertrofias renales (Hirschberg, 1993). En estos casos los niveles de IGF-I son
incrementados, ejerciendo una acción local independiente de OH.
Distintos niveles de regulación de la expresión de IGF-I
Todas las posibles regulaciones de la expresión de IGF-I, anteriormente descritas,
pueden tener lugar a diferentes niveles a lo largo de la síntesis del péptido, de tal modo que
las posibilidades de regulación de la expresión del IGF-I maduro adquieren una enorme
complejidad (Adamo y col. 1991 a).
A nivel transcripcional, además de una regulación de la expresión del ARNm total
de IGF-I, puede darse una regulación diferencial de las distintas especies de ARNms de IGF-
1, por iniciación de diferentes promotores o por procesamiento alternativo, pudiéndose
originar múltiples moléculas prepro-IGF-I.
A nivel postranscripcional los posibles niveles de regulación son más numerosos.
Ciertas variantes de ARNm de IGF-I presentan una vida media más corta que otras (p.e. la
de 7.5 Kb), existiendo una diferente estabilidad de los transcritos. Un modo adicional de
regulación podría ser la traducción diferencial de los diferentes transcritos, originando
diferentes prepro-IGF-I. El procesamiento del péptido sería otro nivel potencial de regulación
de IGF-I, el cual incluiría la escisión de los diferentes péptidos señal y la potencial
glicosilación diferencial de las prohormonas. Las distintas formas glicosiladas, podrían
presentar diferencias estructurales y un diferente transporte intracelular. Por último, aunque
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La capacidad de estimular el transporte de glucosa por IGF-I pudiera estar relacionado con
la distribución heterogénea y diferencial en los tejidos de la expresión de subtipos específicos
de transportadores de glucosa (Zapf y col., 1981; Lowe, 1991; Froesch y col., 1985).
Además de los efectos metabólicos, IGF-I tiene importantes acciones en la promoción
del crecimiento de una gran variedad de tipos celulares, algunas de las cuales son
dependientes de OH y otras independientes (de Pablo y col., 1990; LeRoith y col., 1991;
Lowe, 1991; D’Ercole, 1991). Para que IGF-I estimule la proliferación celular parece
necesario la interacción con otros factores de crecimiento. IGF-I actúa como un factor de
progresión, permitiendo la progresión de la fase G~ del ciclo celular y la iniciación de la
síntesis del ADN. Sin embargo, para que una célula salga de la fase G~ y entre en la G1 hace
falta la actuación de otros factores de crecimiento denominados competentes (PDGF,
FGF...). El efecto de IGF-I como factor de progresión parece estimular modificaciones
postranscripcionales de proteínas especificas más que la transcripción de estas proteínas.
Probablemente otra función de IGF-I durante la fase G~ sea la estimulación de la producción
del ARN ribosomal (Lowe, 1991).
El importante papel que juegan IGF-I y su receptor en el crecimiento embrionario y
postnatal ha sido recientemente evidenciado mediante el desarrollo de mutantes a los cuales
les ha sido eliminado los genes de IGF-I y de R-IGF-I. Los mutantes para R-IGF-I mostraban
una severa deficiencia en el crecimiento y fallecían en el momento del nacimiento. Algunos
de lo mutantes para IGF-I lograban sobrevivir, aunque mostraban importantes deficiencias
en el desarrollo y crecimiento (Liu y col., 1993; Baker y col., 1993).
IGF-I juega un papel crítico en el crecimiento y desarrollo. Sin embargo, la
persistencia de la expresión de IGF-I en el hígado y otros tejidos extrahepáticos en el
individuo adulto que han finalizado su crecimiento hace pensar en otras posibles acciones de
IGF-I. Recientemente se ha demostrado que IGF-I en el adulto puede estar implicado en
reparación y regeneración de tejidos. El músculo esquelético y el sistema nervioso parecen
ser de los tejidos que responden a la acción regeneradora de IGF-I durante lesiones. En
etapas adultas, IGF-I también ha sido relacionado con procesos inflamatorios, donde su
cooperación con otros factores de crecimiento, como es el PDGF, parece ser fundamental
(Lowe, 1991). Por otra parte, la potente acción mitogénica de IGF-I ha sugerido que este
péptido pueda estar implicado en procesos tumorales (Prager y col., 1994).
Actualmente se están buscando posibles aplicaciones terapéuticas de IGF-I.
Determinados casos de diabetes, insensibilidad a OH, osteoporosis, inmunodeficiencia,
neuropatía periférica y fallo renal podrían ser algunos candidatos a las aplicaciones clínicas
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de IGF-I (Froesch, 1993; Bondy, 1994).
2. IGF-I Y R-IGF-I EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)
2.1. IGF-1, su receptor e IGFBPs en SNC
Hasta hace relativamente muy poco tiempo, la posibilidad de que el SNC pudiera
sintetizar péptidos relacionados con la insulina, incluido IGF-I, había sido tema de polémica
(Baskin y col., 1988). La síntesis de JGFs por el SNC, hoy en día esta bien establecida
<Hepler y Lund, 1990; Bondy y Lee, 1993). Sin embargo, la posible síntesis de insulina
sigue siendo discutida (Schechter y col., 1994; Devaskar y col., 1994; Heidenreich, 1991).
En el SNC de varios mamíferos, incluido humanos, IGF-I ha sido aislado (Sara y
col., 1982; Yamaguchi y col., 1990; D’Ercole y col., 1984; Sara y col., 1986; Carlsson-
Skiwirut y col., 1986). Curiosamente, la única especie del péptido detectada en cerebro
humano ha sido una forma truncada de IGF-I (des(1-3)-IOF-I), la cual carece del tripéptido
terminal del dominio B (Gly-Pro-Glu, OPE) (Saray col., 1986; Sara y col., 1989; Carlsson-
Skiwirut y col., 1986). Se postula que esta modificación del N-terminal se debe a
modificaciones postraduccionales de la honnona, pudiendo representar des(1-3)-IGF-I y OPE
dos formas finales de la misma proteína. El IGF-I truncado presenta una mayor actividad
biológica que el péptido IGF-I intacto, probablemente debido a que este des(1-3)-IGF-I pierde
su capacidad de unirse a IGFBPs. Al no poder unirse a sus proteínas de unión, este péptido
truncado presenta una vida media más corta, pero a su vez una mayor disponibilidad para
sus receptores (Sara y Carlsson-Skiwirut, 1990). Ha sido descrita la presencia de IGFs en
el líquido cefalorraquideo (LCR), siendo mayoritaria la presencia de IGF-II respecto a los
niveles encontrados de IGF-I (Haselbacher y Humbel, 1985).
Mediante técnicas bioquímicas se ha podido detectar el ARNm de IGF-I en áreas del
SNC de humanos y roedores (Rotwein y col., 1988; Sandberg y col., 1988; Bach y col.,
199 la). Al igual que en otros tejidos extrahepáticos, la especie del ARNm de IGF-I que
predomina en cerebro de rata es IOF-Ia.
Además del demostrado origen endógeno de IOF-I en SNC, ha sido propuesta una
posible entrada del péptido circulante a través de la barrera hematoencefálica. Se ha
demostrado que las células endoteliales de cerebro presentan R-IGF-I, los cuales son capaces
de internalizar principalmente IGF-II y en menor medida IGF-I (Rosenfeid y col., 1987;
Frank y col., 1986; Pardridge, 1986; Duffy y col., 1988).
Mientras que los niveles de IGF-I y de su ARNm en SNC son bastante moderados,
la expresión de sus receptores en tejidos nerviosos es de las más elevadas dentro del
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organismo, estando presentes en neuronas, células de glia y endoteliales (Werner y col.,
1991). Característicamente, debido a un patrón diferente de glicosilación, la subunidad a de
R-IOF-I encontrado en cerebro es algo más pequeña que la de otros tejidos. Estos receptores
de menor tamaño han sido descritos en neuronas, mientras que el R-IGF-I presente en células
de glia y endoteliales son del mismo tamaño que los aislados en tejidos periféricos (Burgess
y col., 1987, Shemer y col., 1987, McElduff y col., 1988, Heidenreich y col., 1986). En
cultivos primarios de neuronas, ha sido demostrado que una vez unido el ligando a su
receptor se produce una endocitosis y degradación del péptido (Nielsen y col., 1990),
probablemente desencadenando mecanismos celulares semejantes a los descritos en otros
tejidos. En este último sentido, muy recientemente se ha descrito la expresión del ARNm de
IRS-1 en SNC, localizándose en neuronas (Baskin y col., 1994).
En cuanto a la presencia de IOFBPs en SNC, Binoux y col., (1981) fueron los
primeros que las describieron en explantes de tejido nervioso. Más tarde se ha comprobado
que tanto el LCR como el parénquima nervioso presentan IOFBPs, pudiendo ser sintetizadas
tanto por astrocitos como por neuronas en cultivo (Clemmons, 1991). Aunque en distintas
cantidades y presentando diferentes patrones de distribución, la expresión de los ARNm de
varias IGFBPs han sido localizadas en distintos derivados de la placa neural (Rosenfeld y
col., 1988; Stenvers y col., 1994; Bach y col., 1993; Bondy y Lee, 1993b; Brar y
Chernausek, 1993; Oreen y col., 1994). Al igual que en otros tejidos, en el SNC las IGFBPs
podrían modular y dirigir las acciones biológicas de los IGFs.
2.2. Distribución de IGF-I y R-IGF-I en SNC
Cultivos celulares, tanto neuronas como neuroglia, son capaces de producir IOF-I-
inmunoreactivo (-IR; Kiess y col., 1984; Pons y Torres-Alemán, 1992). Estudios realizados
in vivo también han demostrado la presencia de IGF-I en SNC. Análisis de las
concentraciones de IGF-I en extractos ácidos de SNC de mamíferos han mostrado que el
bulbo olfativo, hipotálamo, cerebelo y corteza cerebral son las áreas cerebrales que presentan
un mayor contenido de IOF-I-IR (Sara y col., 1982; Yamaguchi y col., 1990). Respecto a
los estudios inmunocitoquimicos, los resultados presentados hasta el momento no son muy
homogeneos. El primer estudio detallado de la localización de IOF-I en SNC adulto fue
realizado por Noguchi y col. (1987) donde encontrabanun gran número de neuronas positivas
para IGF-I en numerosas áreas del cerebro anterior, a excepción de la corteza cerebral.
Posteriormente Hansson y col. (1988b), tras administración de colchicina a ratas adultas,
únicamente hallan inmunoreactividad para IGF-I en las motoneuronas del asta anterior de la
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médula espinal y en células de Purkinje del cerebelo. Más recientemente, García-Segura y
col., (1991) encuentran inmunoreactividad para IGF-I en SNC adulto en células
ependimarias, eminencia media, y algunas neuronas del núcleo arcuato, mientras que tras la
administración de colchicina numerosas áreas presentaban IGF-IR. Si bien la
inmunoreactividad para IGF-I en SNC adulto ha sido localizada principalmente en neuronas
y ependimocitos (Andersson y col., 1988; Hansson y col., 1988b; García-Segura y col.,
1991), durante el desarrollo y lesiones también es detectada en células gliales (Andersson y
col., 1988; Hansson y col., 1988b; García-Segura., 1991; Komoly y col., 1992; García-
Estrada y col., 1992).
En cuanto a la expresión del ARNm de IOF-I en SNC, las distintas técnicas
empleadas han mostrado notables diferencias en los resultados obtenidos. Mediante técnicas
de Northern blot algunos autores han sido capaces de detectar expresión del ARNm de IGF-I
en tejidos nerviosos en desarrollo (Lund y col., 1986; Ballottí y col., 1987), sin que otros
autores fueran capaces de detectaría en el adulto (Lowe y col., 1987). Mediante la aplicación
de técnicas de hibridación más sensibles que el Northern blot, como es el ensayo de
protección de ribonucleasas, se ha demostrado que neuronas y células de glia en cultivo, así
como extractos de cerebro, expresan el ARNm de IGF-I (Rotwein y col., 1988). En SNC
adulto los niveles de expresión más altos correspondenn con la médula espinal, bulbo olfativo
y cerebelo (Rotwein y col., 1988). Sin embargo, la aplicación de técnicas de hibridacion itt
situ han mostrado que la expresión del gen de IGF-I es muy baja y restringida a muy pocas
áreas. Werther y col. (1990) describieron por primera vez la localizacion del ARNm de IGF-
1 en el cerebro de rata adulta, donde los tránscritos fueron hallados únicamente en el bulbo
olfativo, hipocampo y cerebelo. Sin embargo, estudios de hibridación in situ posteriores
(Bondy, 1991) no han reproducido los resultados anteriores. En este último trabajo, la señal
de hibridación para el ARNm de IOF-I en SNC adulto se localizaba en bulbo olfativo,
corteza piriforme, colículos superiores, oliva superior y células de Purkinje del cerebelo.
Mientras que en el adulto los tránscritos del gen de IGF-I detectados por hibridación in situ
son observados en muy pocas áreas, durante el desarrollo su distribución es mucho más
amplia, localizandose principalmente en neuronas (Bondy, 1991; Bartlett y col., 199 la,b; Lee
y col., 1992b).
Los primeros estudios de distribución de R-IOF-4 en SNC de roedores y humanos se
realizaron mediante técnicas autoradiográficas de unión de ligando marcado. Estos trabajos
mostraron las densidades más altas de receptores en plexos coroideos, eminencia media e
hipófisis y niveles más moderados en bulbo olfativo, hipocampo, cerebelo e hipotálamo
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(Bohanon y col., 1986; Lesniak y col., 1988; Araujo y col., 1989; Matsuo y col., 1989;
Bassas y col., 1989; Adem y col., 1989; Kar y col., 1993b). Debido a que el SNC también
expresa otras moléculas con afinidad por IOF-I, los resultados obtenidos en los estudios
autoradiográficos de unión de ligando marcado puedan reflejar, además de R-IOF-I,
receptores de IOF-II, de insulina e IGFBPs. La aplicación de técnicas de hibridación itt situ
usando sondas complementarias al ARNm de R-IOF-I elimina las posibles reacciones de
cruce entre R-IGF-I y otras proteínas ligadoras de IGF-I.
Recientemente han sido publicados varios estudios de localización del ARNm de R-
IOF-I en SNC mediante técnicas de hibridación itt situ (Marks y col., 1991; Bondy y col.,
1992). En general, estos estudios están en concordancia con los trabajos de autoradiografia
de receptores, aunque las diferencias más notables se hallaron en áreas hipotalámicas, más
concretamente en la eminencia media. Por otra parte, mientras que tanto neuronas como
células de glia en cultivo presentan R-IGF-I y su ARNm (Shemer y col., 1987; Baron-Van
Evercooren y col., 1991), los estudios de hibridación itt situ muestran que el ARNm del R-
IGF-I se localiza fundamentalmente en somas neuronales.
2.3. Regulación de la expresión de IGF-I y R-IGF-I en SNC
En SNC la expresión de IOF-I y la de su receptor es altamente regulada durante el
desarrollo (Rotwein y col., 1988; Bondy, 1991; Bach y col., 1991a,b; Garcia-Segura y col.,
1991). Aunque R-IGF-I es regulado durante el crecimiento, en el adulto se expresa
abundantemente en muchas áreas del SNC (Marks y col., 1991; Bondy y col., 1992). Por
el contrario, la expresión de IOF-I experimenta una dramática disminución al llegar a la
madurez (Bondy, 1991; Garcia-Segura y col., 1991.), siguiendo patrones de expresión
específicos para cada región del SNC (Bach y col., 1991a,b). En épocas postnatales
tempranas se observa un máximo en la expresión de IGF-I, principalmente en zonas donde
persiste la neurogénesis y donde se origina la sinaptogénesis (Bartlett y col., 1991a,b; Bondy,
1991).
Como mencionamos anteriormente, OH estimula la síntesis de IOF-I en múltiples
tejidos. En SNC no esta del todo claro esta acción de OH sobre la producción de IGF-I
endógeno (Adamo y col., 1991a). Sin embargo, existen varios estudios que apoyan esta
hipótesis. Existe una dependencia del ARNm de IOF-I por OH en cerebro de ratones
deficientes en OH (Mathews y col., 1986). La hipofisectomía reduce la expresión del IOF-I
hipotalámico, la cual es restaurada tras administración subcutanea de OH (Wood y col.,
1991). Por último la administración intracerebroventricular (icv) de OH también incrementa
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los niveles de expresión de IOF-I en cerebro (Hynes y col., 1987). Otras hormonas
circulantes como son glucocorticoides y hormonas tiroideas también parecen regular la
expresión de IGF-I en tejidos nerviosos, al menos en cultivos primarios (Adamo y col.,
1988; Binoux y col., 1985). Además ciertos factores de crecimiento pueden modular los
niveles de IGF-I células nerviosas cultivadas (Pons y Torres-Alemán, 1992).
Dentro del SNC diversos tipos de lesiones pueden inducir la expresión de IGF-I y de
su receptor (Hansson y col., 1988a; Komoly y col., 1992; Lee y col., 1992a; García-Estrada
y col., 1992; Yamaguchi y col., 1991; Kar y col., 1993a). En algunos casos el significado
de esta regulación es la de actuar como un factor trófico para la supervivencia y
mantenimiento de las células nerviosas (Oluckman y col., 1992).
Recientemente ha sido descrita la presencia de IOF-I y su ARNm en diversos tumores
cerebrales (gliomas, estesioneuroblastoma y oligodendrogliomas). A diferencia del tejido
cerebral normal, donde pricipalmente se encuentra ARNm del IGF-Ia, los tránscritos
encontrados en tumores correspondian a las dos especies de IGF-I, IGF-Ia e IGF-Ib. La
presencia de IGF-I en tumores cerebrales junto a la expresión diferencial de sus ARNm ha
sugerido una participación autocrina o paracrina de este factor en el crecimiento celular del
tumor (Sandberg-Nordqvist y col., 1993).
2.4. Acciones de IGF-I en SNC
Al igual que en otros tejidos, las acciones propuestas de IGF-I en SNC podrían
agruparse dentro de tres categorias: i) acciones tróficas, u) acciones metabólicas y iii)
acciones especializadas especificas del tejido nervioso: neuromodulación.
Existen evidencias experimentales que apoyan acciones de IGF-I en SNC para cada
una de estas tres categorias. Este péptido no es el único mensajero químico al cual se le han
atribuido papeles funcionales tan diferentes como son el trofismo y la neuromodulación. Si
revisamos la bibliografía encontraremos que, bajo ciertas circustancias, neurotransmisores
clásicos como son GABA o serotonina y hormonas péptidicas como la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) o la hormona estimulante de los melanocitos (MSH) pueden
actuar como señales reguladoras del crecimiento (Lauder, 1993; Redburn y Schousboe, 1987;
Strand y col., 1991). Por otro lado, factores de crecimiento como el EOF pueden ejercer
acciones neuromoduladoras (Plata-Salamán, 1991). Estos datos parecen indicar que los
mensajeros químicos del SNC pudieran no tener una total rigidez en el tipo de acciones
funcionales que pudieran ejercer.
De nuevo y del mismo modo que en otros tejidos, IGF-I en SNC parece ejercer
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algunas de sus acciones interaccionando con otros factores de crecimiento. De todos los
factores de crecimiento presentes en el SNC, el NGF y el FGF han sido los dos factores más
estudiados hasta el momento en relación a sus interacciones con IGF-I (Ang y col., 1993;
Werther y col., 1993; Pons y Torres-Alemán, 1992; Torres-Alemán y col., 1990b; Mill y
col., 1985; Recio-Pinto y col., 1984; Fródin y Gammeltoft, 1994).
El IGF-I como factor neurotrófico.
El sencillo término de neurotrofismo engloba toda una serie de complejas y diferentes
acciones en las que se incluyen supervivencia, división, desarrollo y diferenciación de las
células nerviosas, así como el mantenimiento y la regeneración de las mismas. En los últimos
años se han realizados numerosos estudios in vitro (lineas celulares donadas, cultivos
primarios, explantes, etc.) e iii vivo de tejidos nerviosos, demostrando que IOF-I ejerce
diversas acciones en el crecimiento y desarrollo de células nerviosas. Estos trabajos han
permitido considerar a IGF-I como un importante factor neurotrófico, tanto durante el
desarrollo como en edades adultas.
La supervivencia de una serie de neuronas y células de glia en cultivo requiere la
presencia de dosis bajas de IGFs o dosis altas de insulina (Ekstróm y col., 1993; Aizenman
y de Vellis, 1987; Torres-Aleman y col., 1990a; Beck y col., 1993; Werther y col., 1993;
Torres-Aleman y col., 1992; Haselbacher y col., 1989; Recio-Pinto y col., 1986; Hughes
y col., 1993; Schumacher y col., 1993), muy probablemente por la interacción de estos
péptidos con el R-IOF-I (Masters y Raizada, 1993). La activación de R-IGF-I promueve el
crecimiento celular, incluyendo la inducción de la síntesis de ácidos nucléicos y de
mitogénesis (Lenoir y Honegger, 1983; Shemer y col., 1987; DiCicco-Bloom y Black, 1988;
Sara y Carlsson-Skwirut, 1988; McMorrisA y Dubois-Dalcq, 1988).
La administración de IGFs o insulina en cultivos de neuronas promueve la formación
de neuritas y un incremento en los niveles del ARNm de tubulinas (Ang y col., 1993;
Fernyhough y col., 1993; Mill y col., 1985; Recio-Pinto y col., 1986; Recio-Pinto e Ishii,
1988; Fernyhough y col., 1989). Debido a que los IOFs son requeridos como factores de
supervivencia para estos tipos celulares, en ocasiones es difícil establecer si los efectos en
la formación de neuritas son diferentes de los de supervivencia.
Además de jugar un papel en la supervivencia, división y formación de
prolongaciones en células neurales, IOF-I también participa en procesos de diferenciación.
IGF-I es un factor diferenciador para precursores catecolaminérgicos en culivo (Xue y col.,
1988). En la linea celular SH-SY5Y, procedente de neuroblastoma humano, IGF-I promueve
19
Introducción
la diferenciación de estas neuronas disminuyendo los niveles del ARNm del factor de
transcripción asociado con la proliferación c-myc y aumentando la expresión del gen de la
proteína asociada a los conos de crecimiento-43 (GAP-43; Palman y col., 1991; Sumantran
y Feldman, 1993).
IGF-I promueve el desarrollo de las células de glia en cultivo, fundamentalmente de
oligodendrocitos (McMorris y col., 1986; vander Pal 1988). La unión de IGF-I a su receptor
(Masters y col., 1991) induce diferenciación de las células de glia no diferenciadas en
cultivo, principalmente, hacia oligodedrocitos (McMorris y col., 1988) e incrementa los
niveles de la proteína básica de la mielina (Saneto y col., 1988). Durante estados de
malnutrición disminuyen los niveles circulantes de IGF-I (Thissen y col., 1994),
produciéndose una bipomielinizacióndel cerebro en periodos críticos del desarrollo (Wiggins,
1982). Estos trabajos apuntaban hacia un importante papel de IGF-I en el desarrollo y
producción de mielina de los oligodendrocitos. Más recientemente se ha podido comprobar
la implicación de IGF-I en fenómenos de mieliización itt vivo. Por un lado, Komoly y col.
(1992) demostraron un incremento en la síntesis de IOF-I y su receptore, en astrocitos y
oligodendrocitos respectivamente, en animales sometidos a desmielinización experimental.
Por otro lado, ratones transgénicos para IGF-I presentan un cerebro mayor que los controles
y un importante aumento en la cantidad de mielina, sin estar modificado el número de
oligodendrocitos (Carson y col., 1993).
Varios autores han relacionado a los IGEs con fenómenos de sinaptogénesis. Durante
la sinaptogénesis del músculo esquelético se produce un incremento en los niveles del ARNm
de IOF-II del músculo, disminuyendo durante el período de eliminación de sinápsis. Posterior
denervación del músculo induce expresión de IGF-II, al tiempo que se forman nuevas
sinápsis (Ishii, 1989). La aplicación exógena de IGF-I en músculo durante el período de
eliminación de sinápsis previene el descenso de las OAP (Caroni y Becker, 1992).
En cuanto al posible papel fisiológico de IOF-I en lesiones y regeneración del SNC,
los principales sistemas estudiados han sido las neuronas motoras espinales y la corteza
cerebral. IOF-I previene la muerte neuronal e incrementa la actividad de la acetiltransferasa
de motoneuronas en cultivo. Itt vivo reduce la muerte de neuronas motoras tanto durante la
muerte programada del desarrollo como en axotomía y seccionamiento de la médula espinal.
También es capaz de incrementar la ramificación de las placas motoras y de originar
regeneración, la cual es inhibida por la perfusión de anticuerpos contra IGF-I. Todo ello ha
conducido a proponer a IGF-I como posible tratamiento terapeútico en afecciones de las
neuronas motoras (Lewis y col., 1993; Ishii y Marsh, 1993; Glazner y col., 1993; Hansson
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y col., 1988a; Caroni y Grandes, 1990; Sjoberg y Kanje , 1989). Como modelo de lesión
de la corteza cerebral se ha utilizado la isquemia local. Tras la lesión, varios autores han
demostrado que las áreas dañadas contienen numerosos astrocitos que sintetizan IGF-I.
Además de incrementarse la expresión de IGF-I, se induce la expresión de IGF-II, de los
receptores de ambos IGFs y la de las IGFBPs 2,3,4 y 5. La administración icv de IGF-I
exógeno, después de originar la lesión, reduce la muerte neuronal, sugiriendo que este
péptido podría tener un potencial uso terapeutico en lesiones del cerebro (Gluckman y col.,
1992; Klempt y col., 1992; Beilharz y col., 1993; Lee y col., 1992a>.
Un posible papel de IGF-I en lesiones del SNC también ha sido propuesto para otras
áreas, como es el caso del hipocampo (Yamaguchi y col., 1991; García-Estrada y col., 1992;
Kary col., 1993a).
El IGF-I como neuromodulador
A diferencia de los abundantes estudios realizados proponiendo un posible papel
neurotrófico de IGF-I en SNC, un reducido número de trabajos sugieren que IGF-I participe
en fenómenos de neuromodulación.
El primer estudio donde se implicó a IGF-I en la regulación de la neurotransmisión
fue realizado por Nilsson y col. (1988). Estos autores encontraron que IOF-I estimulaba la
liberación de acetilcolina evocada por potasio en rebanadas de corteza cerebral.
Posteriormente, el mismo grupo demuestra que el tripéptido aminoterminal de IOF-I, OPE,
potencia la liberación de acetilcolina en corteza cerebral y de dopamina en estriado, pudiendo
unirse a los receptores de glutamato del tipo NMDA (Sara y col., 1989). Finalmente, estos
autores observan que la liberación de la acetilcolina es estimulada por IGF-I(1-7o) y más
potentemente por OPE, pero no por des(1-3)-IGF-I (Nilsson-Hakansson y col., 1993). Los
autores proponen que a partir de un único IGF-I<1-70), por procesamiento posttranscripcional,
se originen des(1-3)-IGF-I y GPE, estando el primerpéptido implicado en fenómenos tróficos,
mientras que GPE lo estaría en neuromodulación (Sara y Carlsson-Skiwirut C, 1990).
Otros grupos han descrito que IGF-I también puede reducir la liberación de
acetilcolina en rodajas de hipocampo (Araujo y col., 1988) y disminuir la actividad de la
enzima colina acetiltransferasa en cultivos de estriado (Brass y col., 1992). Referente a otros
neurotransmisores, IOF-I disminuye la liberación de GABA inducida por glutamato en el
cerebelo (Castro-Alamancos y Torres-Alemán, 1993). Por último, se ha demostrado que
des(1-3)-IGF-I ejerce una potente acción inductora en la producción del neuropeptido Y
(Barnea y col., 1993b).
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El mecanismo por el cual IGF-I puede ejercer sus acciones neuromoduladoras es
desconocido. Nilsson y col. (1988) en un principio propusieron que el efecto del péptido
3sobre la liberación de acetilcolina pudiera estar relacionado con la apertura de canales de
Ca2+. En este sentido ha sido demostrado que IOF-I incrementa las corrientes de Ca2 en
neuronas cultivadas de la linea NxO (Kleppisch y col., 1992). El incremento en las corrientes
de Cal* pudiera estar relacionado con los efectos neuromoduladores del péptido, o incluso con
aquellos otros promotores del crecimiento.
El IGF-I como regulador del metabolismo.
En cultivos primarios de células astrogliales o neuronas, se ha demostrado que IGF-I
es capaz de incrementar la expresión de transportadores de glucosa en ambos tipos celulares,
pero únicamente estimula la incorporación de glucosa y los niveles de glucógeno en astrocitos
(Werner y col., 1988; Dringen y Hamprecht, 1992).
2.5. IGF-I en sistemas neuroendocrinos
IGF-I ejerce un control en la síntesis y liberación de OH, LH, FSH, prolactina y el
péptido intestinal vaasoactivo (VIP) hipofisarios (Melmed, 1989; Monta y col., 1987;
Yamashita y Melmed, 1986; Goodyer y col., 1986; Kanematsu y col., 1991; Lara y col.,
1994), además inhibe la liberacion de OH inducida por el factor de liberación de OH (GRF;
Ceda y col., 1987). Varios autores han propuesto que el IGF-I del SNC, más concretamente
el hipotalámico, puede influir la liberación de OH (Berelowitz y col., 1981; Tannenbaum y
col., 1983). Sin embargo, más recientemente se ha sugerido que el regulador central de OH
seria IGF-II y no IGF-I (Spencer y col., 1993).
A nivel hipotalámico, IOF-I modifica la liberación de somatostatina (SOM)
(Berelowitz y col., 1981) y de la hormona liberadora de LH (LHRH; Hiney y col., 1991)
y regula los niveles de los ARNm de SOM y GRF (Sato y Frobman, 1993).
Estas acciones de IGF-I sobre hormonas hipofisarias y factores de liberación
hipotalámicos, junto con la abundancia y localización de R-IOF-I en el eje hipotálamo-
hipofisario, ha permitido proponer un posible papel neuromodulador y/o neuroendocrino del
IGF-I hipotalámico (Berelowitz y col., 1981; Tannenbaum y col., 1983; Wodd y col., 1991;
Sato y Frohman, 1993).
De las acciones reguladoras de IOF-I sobre hormonas hipofisarias y factores de
liberación hipotalámicos, la inhibición de la síntesis y liberación de GH es el mejor
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establecido y se interpreta como un posible control de retroalimentación negativo ejercidopor
IOF-I (Melmed, 1989).
En base a la acción inhibidora de IOF-I sobre OH, junto con la posible implicación
del IGF-I hipotalámico, nos propusimos estudiar la posible regulación y participación del
IOF-I central en situaciones de disminución de la secreción de OH, como son el
envejecimiento y diabetes mellitus.
Con el envejecimiento se producen importantes alteraciones en el eje GH-IOF-I,
disminuyendo la síntesis y liberación de OH, IOF-I (Cohen y col., 1992; López, 1994) y de
los dos factores hipotalámicos que principalmente controlan la liberación de OH: SOM y
ORE (Sonntag y col., 1986; Sonntag y col., 1981; Hoffman y Sladek 1980; Morimoto y col.,
1988; Sonntag y col., 1990; Wang y col., 1993; DeGennaro y col., 1989; Deslauriers y
col., 1991).
Por otra parte se conoce que la administración de estreptozotocina (STZ) provoca la
destrucción selectiva de las células 13 del páncreas, originando un modelo de diabetes mellitus
dependiente de insulina (Rakienten y col 63, Kim y Steinberg 84). El déficit de insulina
circulante, así como la hiperglucemia inducida, causan importantes desajustes funcionales.
Una de las modificaciones originadas en este modelo de diabetes es la alteración del
crecimiento (González y John 1985), acompañada de una notable disminución en la síntesis
y secreción de 01-1, así como de su respuesta al 01ff (Oonzález y John 1985; Tannenbaum
1981; Ndon y col., 1992). Además, se produce una dramática disminución de la expresión
de IGF-I y su ARNm en órganos periféricos, la cual es independiente de los niveles
circulantes de la OH (Fagin y col., 1989; Olchovsky y col., 1991) y dependiente en cierta




Considerando la posible acción autocrina y/o paracrina de IGF-I en el SNC y su
relación con el sistema neuroendocrino, los objetivos iniciales de la presente tesis
fueron los siguientes:
1. Analizar la localización celular del péptido IGF-I y su ARNm en el SNC de la rata
adulta mediante la aplicación de técnicas inmunocitoquimicas y de hibridación in situ.
2. Analizar la localización celular del ARNm de R-IGF-I en el SNC de la rata adulta
empleando técnicas de hibridación itt sitie.
3. Examinar la posible regulación de IGF-I en áreas concretas del SNC durante
situaciones de disminución de la secreción de GH. Como modelos experimentales se
eligieron el envejecimiento y la diabetes mellitus. Modelos con una disminución de
los niveles de OH bien establecida en la rata.
4. Estudiar el posible papel funcional de IGF-I en aquellos modelos que evidenciaran





En la realización de esta tesis se han empleado tejidos procedentes de las siguientes
especies:
1) Ratas adultas (ambos sexos) de la cepa Wistar de 7-8 semanas y 26-32 meses de edad. II)
Ratones macho adultos de la cepa Balb/C de peso comprendido entre 20-25 gr. Ambas
especies de roedores fueron criados en la colonia del Instituto Cajal (CSIC, Madrid). Los
animales pennanecieron con agua y comida ad libitum bajo condiciones controladas de
temperatura (22±20C)y humedad (48±2%).El ciclo diario fue de 12 horas de luz y otras
12 horas de oscuridad. III) Monos macho adultos de la especie Macaca mulata. IV)
Humanos varones, de edades comprendidas entre los 65 y los 75 años, sin evidencia alguna
de enfermedades cerebrovasculares o neurodegenerativas.
Para la localización y manipulación de las distintas áreas cerebrales se emplearon atlas
esteretáxicos del SNC de rata (Paxinos y Watson, 1982), ratón (Broadwell y Bleier, 1977)
y mono (Szabo y Cowan, 1984).
2. PRODUCCION DEL ANTISUERO a-IGF-I
El antisuero empleado para la detección de IGF-I se obtuvo por la inmunización de
conejos neozelandeses con IOF-I(
170) recombinante humano (Bachem) ligado a albúmina de
suero bovino (BSA, Sigma) con carbodiimida (Abraham y Gover, 1991). Se hicieron
reaccionar 1.7 mg de IGF-I con 2 mg de BSA en 4 ml de tampón fosfato (PB) 0.05 M pH
7.6 en presencia de 16 mg de carbodiimida. La reacción se llevó a cabo a temperatura
ambiente durante 24 horas.
La suspensión de IOF-I-BSA se aplicó a los conejos por múltiples inyecciones
subcutáneas repartida en dos dosis. En la primera dosis, el IOF-I ligado (0.5 mg por animal)
se mezcló con adyuvante completo de Freund (Difco) en proporción 1/1 (y/y) y con 4mg por
conejo de Mycobacterium tuberculosis (Difco). Además, cada conejo recibió 0.5 ml de una
suspensión de antígeno de Bortadella pertussis (Difco) via subcutanea. En la segunda dosis,
cada conejo recibió 0.4 mg de IOF-I ligado a BSA, mezclado en proporción 1/1 (y/y) con
adyuvante incompleto de Freund (Difco). Los conejos se sangraron periódicamente (10-30
ml de sangre cada 4 semanas) a partir de los 30 días después de la segunda inyección.
3. TECNICAS BIOQUIMICAS
3.1. Radioinmunoensayo de IGF-I
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3.1.1. Cálculo de la capacidad y especificidad del antisuero
El suero obtenido en cada sangrado se tituló haciendo reaccionar 100 gl de cada
dilución de antisuero con 100 gl de IGF-I-I’~ (5.000 cpm aproximadamente), 100 ~ilde suero
normal de conejo a una dilución final 1/1200 (Calbiochem) y tampón de ensayo (700 gl). La
precipitación de los complejos antígeno-anticuerpo se realizó empleando un segundo antisuero
(ARGO, antigamina globulina de conejo obtenido en cabra, Calbiochem) a dilución final
1/240.
Cuando el título (dilución del antisuero a-IGF-I que ligó el 50% del IOF-I-I’25) decayó
por debajo de 1/10.000 (dilución final) los conejos fueron reinmunizados con una dosis de
0.4 mg de IGF-I por conejo más adjuvante incompleto de Freund (1/1, y/y).
La especificidad del antisuero a-IGF-I se determinó analizando la capacidad de otros
péptidos para competir con IOF-I-I’25 por los sitios de unión al anticuerpo. Se ensayaron 27
péptidos diferentes, algunos de ellos estructural, anatómica o funcionalmente relacionados
con IGF-I: proinsulina, insulina (Bachem), IGF-II (Lilly), neurofisina 1, neurofisina II
(Sigma), arginina-vasopresina (AVP), oxitocina (OT), GRF
143 de rata, GRF129 humano,
GRF1~ humano, SOM 14, SOM 28, VIP, hormona liberadora de hormona
adrenocorticotropa (CRiH), calcitonina, honnona paratiroidea, pentagastrina, neurotensina,
polipéptido pancreático, colecistoquiina, LHRH, 13-encefalina, gastrina IP, bradiquinina,
substancia P, glucagón y MSH (Bachem). Soluciones iniciales de 100 ¡xg/ml de cada uno de
estos péptidos en ClH 0.001 N se diluyeron sucesivamente en tampón de ensayo hasta una
concentración de 100 pg/ml. Se realizaron curvas standard de IGF-I como se describirá
posteriormente y otras 27 curvas standard empleando cada uno de los péptidos anteriores a
concentraciones de 100 pg/ml a 100 gg/ml. Las condiciones del ensayo fueron las habituales
para el radioinmunoensayo (RIA) de IGF-I.
3.1.2. lodación de IGF-I
El mismo IGF-I (Bachem) con el que fueron inmunizados los conejos se iodó por el
método de Greenwood y col. (1963) a temperatura ambiente. Para ello, 5 ¡~g del péptido en
50 M
1 de PB 0.5 M, pH 7.6 se hicieron reaccionar con 1 mCi de NaI’~ (actividad específica
17 Ci/mg, New England Nuclear) en presencia de 10 ¡4 de una solución fresca de Cloramina
T (0.25 gg/gl en PB 0.01 M, pH 7.6, Merck). La incorporación de Jl25 a la molécula de
IGF-I se paró a los 30 segundos por adición de 100 ji1 de una solución de albúmina bovina
cristalina (BSAc) al 5% en PB 0.01 M, pH 7.6.
La mezcla se aplicó a una columna de 1 x60 cm de Sephadex G-50 fmo (Pharmacia),
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para separar el IGF-I-I’~ del 1125 libre y de la BSAc-I’~. La columna fue equilibrada y eluida
con el tampón de PSA, recogiendo fracciones de 1 ml. Para diferenciar el IGF-I-I’25 del 1125
se realizó una precipitación de proteínas con ácido tricloroacético (TCA). Para ello a
alícuotas de 50 jil de cada fracción eluida se les añadió 1 ml de solución de TCA al 10% y
250 jil de BSAc al 0.5% en agua destilada. Los precipitados obtenidos por centrifugación a
2.500 rpm durante 10 minutos se cuantificaron por contaje de centelleo liquido. Las
fracciones correspondientes al IOF-I se mezclaron, se alicuotaron y se conservaron a -200C.
Inmediatamente antes de su utilización en el PSA, cada fracción se recromatografió
empleando la misma columna. La actividad especifica del IGF-I-I’~ fue lSOjiCi/jig.
3.1.3. Protocolo de radioinmunoensayo
Para la curva standard se utilizó una solución inicial de JOF-1 en CIR 0.001 N, de
la que se prepararon alícuotas de 10 ng/ml en tampón de ensayo que se conservaron a -200C.
Las concentraciones de IOF-I en la curva fueron de 0.156, 0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10,
20, 40 y 80 ng/ml. Todas las diluciones se realizaron en tampón de ensayo que consistió en
PB 0.05 M pH 7.6, EDTA 0.025%, 0.1% BSAc, 0.1% AzNa.
El antisuero a-IGF-I se empleó a una dilución inicial de 1/1.500 (dilución final
1/15.000). La preparación de IGF-I-I’25 se empleó a razón de 5.000 cpm/tubo. El suero
normal de conejo (Calbiochem) se empleó a una dilución final de 1/1.200. La precipitación
de los complejos antígeno-anticuerpo se realizó por el método del segundo anticuerpo,
utilizando una antigammaglobulina de conejo obtenida en cabra (Calbiochem) a una dilución
final de 1/240. La preincubación con el antisuero a-IGF-I fue de 24 horas a 40C. La
incubación posterior con IGF-I-I’25 fue de 24-48 horas. Todo el proceso se realizó en hielo.
Los precipitados finales se colectaron por centrifugación a 3.000 rpm durante 60 minutos a
40C.
Cada concentración de la curva standard se pipeteó por triplicado y las muestras por
duplicado, neutralizandolas previamente con cantidades equimolares de NaOH o por dilución
en el tampón de RIA. Todas las muestras pertenecientes al mismo experimento se incluyeron
en el mismo ensayo.
Los coeficientes de variación intra e interensayo fueron del 7% y 15%,
respectivamente. La sensibilidad del PSA de IGF-I fue de 0.25 ng/tubo.
3.1.4. Procesamiento de muestras
Las concentraciones de IGF-I de sueros de rata fueron medidos por el PSA de IOF-I
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previa extracción ácida. Las muestras fueron acidificadas y eluidas en columnas
cromatográficas de fase reversa (Sep-pak C18, Waters Associates), separando de este modo
el IOF-I de sus BPs.
3.2. Western blot
Para la realización del Western blot se usó una electroforesis unidimensional para
proteínas en gel de poliacrilamida con SDS al 0. 1%. El tampón de carga para la
electroforesis fue Tris-ClH pH 6.8 5OmM, SDS al 4%, Glicerol al 20%, 2-fl-mercaptoetanol
al 6% y azul de bromofenol al 0.002%. El gel separador se preparó al 14% a pH 8.8 y el
concentrador al 6% a pH 6.8. Las muestras se mantuvieron en agua a ebullición durante 2-3
minutos para facilitar su solubilización. Se corrieron tres muestras, una con proteínas de
pesos moleculares conocidos, otra con 1 jig de IGF-J(170) (Bachem) y una tercera con un 1
jig de IGF-II (1-67) (Lilly). Las muestras fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
con un tamaño de poro de 0.22gm (Millipore) mediante un Hoeffer Trans-Blot celí a 200 mA
(80 V) durante dos horas a temperatura ambiente en el tampón 25 mM Tris, 192 mM
glycine, 20% (y/y) metanol. El paso de las muestras de los geles a la membrana fue
verificado por el paso de las proteínas de pesos moleculares conocidos (preteflidas), así como
tiñendo el gel de poliacrilamida después de la transferencia con azul de coomassie.
Una vez completada la transferencia, las membranas fueron incubadas en una solución
de bloqueo que contenía un 20% de suero fetal de ternera y un 5 % de leche desnatada líquida
en tampón TBS (Tris-HCl 50 mM a pH 8.0, NaCí 150 mM, Tween-20 al 0.05% (y/y)),
durante una hora en agitación a temperatura ambiente. Las membranas fueron incubadas con
el antisuero a-IGF-I diluido 1:400 durante una noche a 4
0C en TBS con un 5% de leche
desnatada líquida. Los inmunoblots fueron procesados usando inmunoglobulinas de cabra
conjugadas con fosfatasa alcalina generadas contra conejo (pico Blue TM Immunoscreening
kit, Stratagene) según las indicaciones del fabricante.
3.3. Radioinmunoensayo de vasopresina
3.3.1. Caracteristicas del antisuero
Se utilizó un antisuero, previamente descrito (Sánchez-Franco y col., 1986),
desarrollado en conejos contraAVP sintética ligada a tiroglobulina bovina con glutaraldehido,
el cual no presenta reacción de cruce con OT, neurofisinas, ni con IGF-I. Unicamente
presenta reacción cruzada con arginina-vasotocina, no presente en mamíferos.
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3.3.2. lodación de vasopresina
La AVP se iodó por el método de Greenwood y col. (1963) a temperatura ambiente.
15 gg de AVP sintética (Bachem) en 50 ¡¡1 de PB 0.5 M, pH 7.6 se hicieron reaccionar con
0.6 mCi de NaI’25 (actividad específica 17 Ci/mg, New England Nuclear) en presencia de 10
jil de una solución fresca de Cloramina T (1 gg/jil en PB 0.05 M, pH 7.6, Merck). La
incorporación de 1125 a la molécula de AVP se paró a los 15 segundos por adición de 100 ¡4
de una solución de albúmina bovina cristalina (BSAc) al 25% en PB 0.01 M, pH 7.6. La
mezcla se aplicó a una columna de 1 x60 cm de Sephadex G-25 fino (Pharmacia) para separar
la AVP-I’25 del 1125 libre y de la BSAc-1125. La columna fue equilibrada y eluida con un
tampón de ácido acético 0. 1M con BSA al 0.125%, recogiendo fracciones de 1 ml. Las
fracciones correspondientes a AVP se mezclaron, repartieron en alícuotas y se conservaron
a -20<. Inmediatamente antes de su utilización para PSA, cada fracción se recromatografió
empleando la misma columna. La actividad específica de la AVP-I’~ fue 15OjiCi/jig.
3.3.3. Protocolo del radioinmunoensayo
Para la curva standard se utilizó una solución inicial de AVP en ClH 0.001 N, de la
que se prepararon alícuotas de 10 ng/ml en tampón de ensayo que se conservaron a -20<.
Las concentraciones de AVP en la curva fueron de 0.97, 1.95, 3.9, 7.81, 15.62, 31.25,
62.5, 125, 250 y 500 pg/ml. Todas las diluciones se realizaron en tampón de ensayo que
consistió en PB 0.025 M pH 7.5, EDTA 0.25%, 0.25% BSAc, 0.1% AzNa. El antisuero O-
AVP se empleó a una dilución inicial de 1/40.000 (dilución final 1/400.000). El resto del
protocolo del PSA de AVP fue el mismo que el de IGF-I. Los coeficientes de variación intra
e interensayo fueron 8% y 13% respectivamente. La sensibilidad del PSA de AVP fue de
0.7-1 pg/tubo.
3.3.4. Procesamiento de muestras
El contenido de AVP en distintas áreas cerebrales se determinó mediante PSA,
descrito anteriormente (Sánchez-Franco y col, 1986). Bloques que contenían hipotálamos y
fragmentos de cerebro anterior (libres de estructuras hipotalámicas), así como las
neurohipófisis y adenohipófisis fueron homogeneizados en ácido acético 1 M, calentados en
agua en ebullición durante 5 mm y centrifugados durante 25 mm a 17.000 rpm. Los
sobrenadantes fueron recogidos y almacenados a -800C hasta su utilización. Las muestras





3.4. Valoración de proteínas
Las proteínas se cuantificaron por el método de Lowry (1951) en alícuotas por
duplicado de SOgí de extractos celulares después de sonicar, hervir y centrifugar las
muestras. Para la curva standard se empleó una solución acuosa de BSAc (Sigma) de
lmg/ml.
3.5. Análisis estadístico de datos
Para la comparación estadística de las concentraciones plasmáticas de IOF-I entre
animales deshidratados y controles, se utilizó el test t de Student, comprobándose
previamente la distribución normal de los datos mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.
Para la comparación estadística de los niveles de AVP en el experimento de
administración de antisuero Ó-IGF-I i.c.v., se usó un análisis de varianza de doble vía,
previa comprobación de la normalidad de las distribuciones y de la homogeneidad de las
varianzas mediante el test de Cochran. Cuando el ANOVA reveló efectos significativos, se
aplicó el test de Scheffé como prueba para la comparación de las medias a posteriori.
3.6. Ensayo de protección de ribonucleasas
Mediante esta técnica se analizaron los niveles del ARNm de IGF-I en hipotálamos
de ratas controles y deshidratadas. La cantidad de ARN total hibridada fue de 33 pg.
El ADNc de IGF-I (Lowe y col., 1988) estaba inserto en el vector pGEM-3, y fue
linearizado con la enzima de restricción Hind III. Se construyó una ribosonda en sentido
inverso, según la técnica descrita por Lowe y col. (1987), utilizando 32aP-UTP y la ARN
polimerasa T7. El ensayo mostraba dos fragmentos protegidos principales de 376 (IGF-Ib)
y 224 pb (IGF-Ia) (Lowe y col., 1988).
La hibridación de cantidades idénticas de ARN total de los dos grupos experimentales
se realizó bajo condiciones ya descritas (Lowe y col., 1987), a 450C, durante 14-18 horas,
en una solución que contenía formamida al 75%, Tis-ClH 80 mM, EDTA 4mM, CíNa 1.6
M, SDS 0.4% y 6x10’ cpm de la ribosonda marcada. Después, se procedió a la digestión con
40 mg/ml de ARNasa-A y 2 mg/ml de la ARNasa-Tí (Lowe y col., 1987). Los fragmentos
protegidos fueron extraidos con fenol-cloroformo, precipitados con etanol, y sometidos a
electroforesis en gel desnaturalizante (poliacrilamida 8%/urea SM). Posteriormente, los geles
se autorradiografiaron en placas de rayos X a -80<, durante 20 días, y usando dos
amplificadores de señal. Las señales obtenidas en la autorradiografia fueron cuantificadas por
densitometría y se expresaron en unidades densitométricas arbitrarias. En cada gel se
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incluyeron, además de las muestras, la ribosonda nativa (sin incubar, en dilución variable),
la ribosonda digerida sin AiRNasas (diluida antes de la aplicación en el gel), ARNt de
levadura hibridado con ribosonda (control negativo) (Shemer y col., 1992), y pBR332,
digerido con Mspl, como marcador de peso molecular (Biolabs, New England, USA).
4. TECNICAS HISTOQUlMICAS
4.1. Fijación y preparación de los tejidos
Con el objeto de preservar la estructura de los tejidos así como la de los diferentes
antígenos que contienen, todos los tejidos a los que se les aplicaron las distintas técnicas
histoquimicas fueron fijados. El tipo de fijación dependió del tipo de tejido utilizado así como
del estudio a desarrollar. Con el objeto de eliminar la influencia de las variaciones
hormonales circadianas en las distintas situaciones experimentales estudiadas, los animales
fueron sacrificados siempre durante las primeras horas de la mañana.
En general, para estudios de localización, los animales fueron anestesiados y
perfundidos con soluciones fijadoras. Bajo los efectos del anestésico (Equitesin 2.5 ml/kg
intraperitoneal, Jansen Lab) se insertó una cánula a través del ventrículo izquierdo en la aorta
ascendente, por la que se hizo pasar primeramente un PB salino (PBS) seguido de 500 ml de
la solución fijadora, siendo paraformaldebído al 4% en PB 0. 1M pH 7.4 para estudios de
microscopia óptica, y añadiendo glutaraldehído al 0.1% a la solución anterior, para los
estudios de microscopia electrónica. Posteriormente se extrajeron los diferentes órganos a
estudiar (cerebro, hipófisis, hígado o riñón), se cortaron en bloques y se postfijaron por
inmersión en la misma solución fijadora (excepto el glutaraldehido) durante 3-4 horas a
temperatura ambiente.
En el análisis de tejidos humanos, los cerebros fueron extraídos durante autopsias
(transcurriendo de 4 a 6.5 horas desde el momento de la muerte) para su posterior fijación.
Los cerebros fueron fijados por perfusión del órgano con paraformaldehído al 4% en tampón
borato, pH 9.0 y pequeños bloques se postfijaron en el mismo fijador durante 4 horas.
Para el estudio durante condiciones de estrés experimental se procedió a la fijación
de los tejidos mediante inmersión en soluciones fijadoras, con la finalidad de evitar el posible
estrés producido durante el proceso de la anestesia o de la perfusión. Los animales fueron
decapitados, los tejidos a estudiar fueron extraídos y cortados en pequeños bloques en los 3
primeros minutos después de la decapitación, para evitar la posible degradación de los
péptidos a estudiar. Inmediatamente fueron sumergidos en la solución fijadora para estudios
de microscopia óptica. Los bloques se mantuvieron en esta solución durante 72 horas a 40C.
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Tras la fijación de los tejidos, en todos los casos de estudios a nivel óptico, los
bloques se crioprotejieron mediante su inmersión en sacarosa al 30% en PB O. 1M a 4<
durante toda una noche con agitación continua.
Para los estudios de microscopia óptica se obtuvieron secciones histológicas de 30-40
gm y de 7-12 jim de espesor mediante la utilización de un micrótomo de congelación (Lcitz)
o de un criostato (Reichert-Jung), respectivamente. Para microscopia electrónica los bloques
fueron rapidamente congelados por inmersion durante pocos segundos en nitrógeno liquido
y traspasados inmediatamente en PB a 4<, posteriormente se obtuvieron secciones
histológicas de 4OMm de espesor mediante un vibratomo Lancer.
4.2. Inmunocitoquimica
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4.2.1. Método de peroxidasa-antiperoxidasa
En los estudios de microscopia óptica, las secciones histológicas fueron incubadas
durante 30 minutos en H202 al 0.3% (y/y) en PBS (con tejidos humanos se añadió metanol
al 10%). Las secciones fueron lavados intensamente con PBS y se preincubaron en suero
normal de la especie animal donde se desarrolló el anticuerpo secundario (cabra o conejo)
diluido al 3% durante 30 minutos, con secciones humanas se empleó suero fetal de ternera
al 10%. Todos los sueros y anticuerpos específicos fueron diluidos en PBS con Tritón X-100
(PBST) al 0.2% y los lavados se realizaron únicamente con PBS. Las incubaciones con los
anticuerpos primarios se realizaron durante toda una noche a 4< en agitación (con tejido
humano se añadió suero fetal de ternera al 1 %). Tras la noche de incubación las secciones
fueron lavadas e incubadas con un antisuero de cabra o de conejo frente a ininunoglobulinas
(IgG) de conejo o de ratón (Sigma, ICN) diluido 1:50 o 1:10 durante 1 hora a temperatura
ambiente. Una vez lavados los cortes, se incubaron con un complejo peroxidasa-
antiperoxidasa (PAP) desarrollado en conejo o en ratón (Sigma, ICN) diluido 1:1.000 en
PBST durante 1 hora y 30 minutos. Tras varios lavados los cortes se incubaron en una
solución de tetrahidrocloruro de 3,3’ diaminobencidina al 0.06% (DAB, Sigma). Después de
10 minutos, se añadió 11202 a la solución de DAR a una concentración final de 0.003%. La
reacción se paró mediante lavados con PBS. Las secciones fueron montadas sobre
portaobjetos cubiertos por gelatina al 0.5%, deshidratadas y montadas en resma Danimar.
Para estudios de microscopia electrónica, el inmunomarcaje se realizó del mismo modo que
para microscopia óptica, excepto que no se utilizó H202 en los pretratamientos, ni detergentes
en las incubaciones de los sueros. Después del revelado de la inmunoreacción, las secciones
fueron lavadas en PBS durante 1 hora y postfijadas en tretróxido de osmio al 1 % en PB
0.1 M pH 7.4, durante otra hora. Las secciones fueron deshidratadas en alcoholes (en el
alcohol al 70% se añadió acetato de uranilo al 1%), montadas en portaobjetos con resma
Durcupan ACM (Fluka), cubiertas con cubreobjetos de plástico y polimerizadas durante tres
días a 56<. Las secciones fueron reincluidas en cápsulas de plástico en Durcupan. Se
obtuvieron secciones ultrafinas, se montaron en rejillas cubiertas por Formvar y se tiñeron
con citrato de plomo.
Como controles inmunocitoquimicos se incubaron secciones histológicas omitiendo
el antisuero primario o remplazandolo con concentraciones equivalentes de suero preinmune.
La especificidad del antisuero FL-5 1089 fue verificada mediante la incubación de secciones
histológicas con el antisuero previamente preadsorbido con 1.45 gg/ml de IGF-II-7o
recombinante humano durante una noche a 4<. Además, se compararon los resultados
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obtenidos con el antisuero FL-5 1089 con los obtenidos utilizando otro antisuero policlonal
contra IOF-l (UB3-189).
4.2.2. Método del complejo avidina-biotina
Algunas de las reacciones inmunocitoquimicas fueron realizadas con la técnica del
complejo avidina-HRP-biotinilada (ABC). Para ello se siguió el mismo protocolo que para
el desarrollo de la PAP hasta el lavado después de la incubación del antisuero primario,
seguidamente las secciones histológicas fueron incubadas con IgGs desarrolladas en cabra
contra IgOs de conejo o ratón conjugadas con biotina (Vector) a una dilución 1/100 en PBST
duranteuna hora. Después de lavar las secciones, estas fueron incubadas en el complejo ABC
(Vectastain Elite kit, Vector) disuelto en PBST durante 1 hora y 30 minutos. El protocolo
del revelado fue el mismo que para la PAP.
4.2.3. Intensificación del producto de reacción
Una vez adheridas las secciones a los portaobjetos, pero manteniéndose húmedas,
fueron introducidas en una cámara con tetróxido de osmio al 1% en PB 0. 1M pH 7.4 de tal
modo que únicamente recibieran los vapores del osmio. Transcurridos de 30 segundos a 2
minutos se lavaron con PBS y se montaron con resma Dammar.
4.2.4. Método de fluorescencia indirecta
Después de la incubación con los anticuerpos primarios, tras los lavados con PBS, las
secciones fueron incubadas con IgOs a-conejo o a-ratón generados en cabra conjugados con
tetrametilrodamina o isotiocianato de fluoresceina respectivamente (TRITC, FITC; Sigma)
diluidos 1:40 - 1:80 durante una hora a temperatura ambiente. Las secciones fueron
intensamente lavadas en PBS y montadas en portaobjetos en glicerina:PBS (1:9).
4.2.5. Doble marcaje en cortes seriados
Para la demostrar la coexistencia de dos antígenos diferentes en la misma célula se
emplearon cortes seriados de 7jim. Cada uno de los cortes adyacentes adheridos a
portaobjetos gelatinizados se incubó con un antisueroprimario diferente y se reveló mediante
la técnica de la PAP.
4.2.6. Doble marcaje en la misma sección
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4.2.6.1. Utilización de dos cromógenos diferentes
Se utilizaron secciones de 3Ogm de espesor. Para la visualización del primer antígeno
se usó la técnica del ABC. Una vez revelada la peroxidasa del complejo ABC, las secciones
inmunoteflidas con el primer anticuerpo primario fueron lavadas intensamente en PBS e
incubadas con el segundo anticuerpo primario, siguiendo el mismo protocolo que en la PAP
hasta los lavados previos al revelado. Las secciones fueron lavadas 5 veces en PBS 0.01M
pH 6.8 e incubadas en una solución de dicloruro de benzidina 0.01% (Sigma) y nitroprusiato
sódico 0.025% (Sigma) en el mismo tampón. Transcurrido 10 minutos se añadió H202 a una
concentración final de 0.0015%,la reacción fue detenida lavando las secciones con PBS pH
6.8. El control de la posible reacción de cruce entre ambos marcajes fue realizado incubando
ambas veces con el antisuero contra el primer antígeno. Este tipo de técnica fue
especialmente útil, principalmente, en los casos en los que para localizar dos antigenos
diferentes, únicamente se disponía de antisueros generados en las mismas especies huésped,
ya que el producto de la inmunoreacción del complejo ABC provee una completa protección
de las IgOs unidas frente el segundo anticuerpo.
4.2.6.2. Utilización de dos fluorescentes diferentes
Este tipo de técnica únicamente se pudo emplear en los casos en los que se disponía
de anticuerpos contra antígenos diferentes generados en distintas especies huéspedes. Para
la visualización del primer antígeno usamos la técnica de inmunofluorescencia indirecta con
TRITC o con FITC. Las secciones inmunoteñidas con el primer anticuerpo primario fueron
lavadas intensamente en PBS e incubadas con el segundo anticuerpo primario. Este segundo
anticuerpo primario fuevisualizado empleando de nuevo la inmunofluorescencia indirecta con
un anticuerpo secundario conjugado a una molécula fluorescente distinta de la empleada en
la detección del primer antígeno. El control de la posible reacción de cruce entre ambos
marcajes fue realizando las incubaciones omitiendo alguno de los anticuerpos primarios.
4.3. HIBRTDACION IN SITU
4.3.1. Preparación de tejidos
Para los experimentos de hibridación in sitie se fijaron por perfusión ratas adultas
macho, los cerebros e hipófisis fueron extraídos, postfijados y crioprotejidos en sacarosa
como se describió anteriormente. Los tejidos fueron congelados en isopentano (enfriado con
nitrógeno liquido) y almacenados durante 24-48 horas a -80<. Se realizaron cortes de 10 gm
a -20
0C en un criostato, las secciones se recogieron directamente en portaobjetos previamente
cubiertos por poli-L-lisina (Sigma). Los cortes histológicos permanecieron a 43< al vacio
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5 minutos y otros 30 minutos en fijador. Posteriormente fueron lavados en PBS, acetilados
en anhídrido acético al 0.25% en tampón TEA, fijados una vez más durante 5 minutos,
lavados en PBS y deshidratados en un gradiente de alcoholes. Una vez secos por completo,
los portaobjetos fueron almacenados a -800C hasta su posterior hibridación.
4.3.2. Preparación de sondas
El ADNc de IGF-I estaba inserto en el vector pGEM-3 (Lowe y col., 1988) y fue
linearizado con Hind III. La sonda de ARNe de R-IGF-1 se sintetizó a partir de un inserto
de ADNc subclonado en el vector pGEM4 (Ullrich y col., 1986; amablemente cedido por
el Dr. Santos), el plásmido fue linearizado con la enzima de restricción PvuII. Los ARNc
de IGF-I y R-IGF-I fueron sintetizados por transcripción iii vitro usando UTP marcado con
355 (1.200 Ci/mnol; New England Nuclear), generandose sondas con una actividad específica
de 1.2 ±O.2x109cpm/ggARN. La reacción de transcripción se realizó incubando ljig de
ADNc linearizado con 7.5U de ARNpolimerasa 17 durante 4 horas a 300C, con el 50% de
la polimerasa añadida después de 2 horas. La reacción se finalizó incubando con DNasa-I
durante 10 minutos a 37<. La mezcla de reacción fue precipitada en etanol absoluto en
presencia de ARNt de levaduras y diotiotreitol.
4.3.3. Hibridación
Las secciones fueron descongeladas y rehidratadas en 2xSSC. La prehibridación e
hibridación se realizaron según el método previamente descrito por Mellstróm y col 1991.
El tratamiento de posthibridación fue el siguiente: 15 minutos en SSCx2 a temperatura
ambiente, 30 minutos a 37< con RNasa A (30 ¡íg/ml), 4 lavados de 15 minutos en SSCx2
a 500C y 4 lavados de 15 minutos a 500 en SSCxO. 1 con B-mercaptoetanol 14 mM. Las
secciones histológicas se deshidrataron con etanol al 50, 70 y 90% con acetato amónico 0.3M
y por último, fueron expuestas a placas fotográficas (Amersham B-max) durante 40 días o
a una emulsión fotográfica (Kodak NTB2) durante 60 días. Como control de hibridación no
específica, secciones adyacentes fueron pretratadas con RNase A antes de la hibridación con
la sonda de ARN antisentido. Mediante Northern blot se ha demostrado que esta sonda no
posee cruce con el receptor de la insulina (comunicación personal del Dr. A. Santos).
4.4. Doble marcaje hibridación ja situ-inmunocitoqufmica
Después de realizar los lavados de la hibridación in sitie, los portaobjetos fueron
lavados en PBS e incubados con los antisueros primarios correspondientes (Ó-c-Fos y
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AVP). La técnica inmunocitoquimica aplicada fue la de la PAP, anteriormente descrita, con
la modificación de no tratar las secciones con peróxido de hidrógeno como pretratamiento.
Tras el revelado de la inmunotinción los portaobjetos fueron deshidratados, secados y
expuestos a una emulsión fotográfica NTB2 durante 40 días.
4.5. Contratinciones
Algunos portaobjetos con secciones histológicas procesadas para inmunocitoquimica
o para hibridación in sitie fueron teñidas con violeta de cresilo o con tionina para una mejor
identificación de los elementos marcados.
4.6. Análisis estadístico de los datos
Para la semicuantificación de los niveles de ARNm del R-IGF-I en el experimento de
deshidratación se contaron los granos de plata reducida de la hibridación in sitie sobre
neuronas magnocelulares de los núcleos hipotalámicos supraóptico (n= 85 células) y
paraventricular (n= 24 células) de secciones histológicas procedentes de animales controles
(n=6 secciones) y deshidratados (n=8 secciones). Se aplicó un análisis de la varianza
seguido de el test de significación de Bonferrom.
5. MODELOS EXPERIMENTALES
5.1. Administración de colchicina
A un grupo de animales, 48 horas antes de ser sacrificados, se les administró 75 gg
de colchicina disuelta en 10 ji1 de PBS en el ventrículo lateral derecho. Las coordenadas de
las inyecciones fueron: antero-posterior -0.8 mm, medio-lateral -1.6 mm, dorso-ventral -3.5
mm (desde la superficie de las meninges), estas fueron calculadas según el atlas estereotéxico
de Paxinos y Watson (1982). Como cero estereotáxico se usó el bregma. El plano utilizado
(barra de los incisivos a -3.3 mm) incluía la línea interaural y era paralelo a aquel que
contiene el bregma y al lamda.
5.2. Diabetes Mellitus
Ocho ratas macho (200-250 gr) fueron inyectadas con una única dosis de
estreptozotocina (STZ, Sigma; 60 mg/kg) disuelta en el momento de su utilización en 0.25
ml de tampón citrato, PH 4.5. Ocho ratas control recibieron un volumen igual del vehículo.
La inducción de la diabetes fue definida por la aparición de glucosuria (Keto-Diabur-Test
5000, Boehringer Mannheim), glucemia en sangre (Glucostix, Bayer), pérdida de peso y
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poliuria el tercer día después de la administración de la STZ. Todos los animales fueron
mantenidos seis semanas con agua y comida ad libitum. Tras seis semanas los animales
fueron anestesiados, se tomaron muestras de sangre y orina para controlar la glucemia y
glucosuria y finalmente fueron perfundidos.
5.3. Estimulación osmótica
Se emplearon dos modelos de deshidratación, uno agudo y otro crónico. Para el
modelo agudo los animales permanecieron 24 horas antes de ser sacrificados con NaCí al 2%
en sus bebederos y con libre acceso a la comida. En el modelo crónico los animales
permanecieron con un régimen intermitente de agua salada durante seis días (Sherman y col.,
1988). En este último modelo se mantuvo a las ratas con NaCí al 2% en los biberones desde
las 16 horas hasta las 10 horas y las restantes seis horas con agua normal. Como controles
se tomaron ratas con acceso a agua normal durante los mismos tiempos. Para los estudios
de histoquimica los animales fueron perfundidos, mientras que para los bioquímicos fueron
decapitados.
5.4. Preñez y lactancia
Ratas hembra adultas virgenes en el estado de estro (n=4), preñadas en el día 21 de
la gestación (n=3) y lactantes en el día 10 de lactación con 8 crías cada una (n=3) fueron
perfundidas para el posterior análisis inmunocitoquimico de sus hipotálamos y neurohipófisis.
En el momento de sacrificar los animales del segundo grupo, dos de ellos habían parido
algunos momentos antes.
5.5. Estrés agudo por inmovilización
Doce ratas macho (200-250 gr) fueron usadas en este experimento. El grupo control
(n=4) fue decapitado inmediatamente después de sacar los animales de sus cajas. Los
animales posteriormente estresados fueron inmovilizados mediante su introducción en conos
de plástico que restringían totalmente el movimiento (Orr y col., 1990) durante 15 minutos
(n= 4) o 45 minutos (n = 4), inmediatamente después fueron sacrificados. Los tejidos a
estudiar fueron rápidamente introducidos en soluciones fijadoras.
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5.6. Administración de antisuero a-IGF-I icv
Se purificaron IgGs a partir de antisuero PUS1089 (Ac-IGF-I) y suero normal de
conejo (NRS) en columnas de 1. 5x30 cm de Dietilaminoetil-celulosa (DEAE-celulosa;
Whatman Ltd), equilibradas y eluidas con PO4 0. 01M pH 7.6 a temperatura ambiente.
Previamente, los sueros se dializaron frente al mismo tampón durante 48 horas a 4<
aplicándose 1 ml en cada columna. Se recogieron fracciones de 1 mí, seleccionándose las que
contenían las IgGs por su máxima absorción a 280 nm, que se liofilizaron y congelaron a -
20< hasta su utilización.
A 13 ratas macho se les admiistró en el ventrículo lateral 15 jil de IgGs purificadas
de FL-5 1089 (el equivalente a 50gl de antisuero). Otras tantas fueron inyectadas con IgGs
purificadas de NRS (el equivalente a 50 ji1 de suero). Transcurridas 24 horas después de la
administración, un grupo de ratas inyectadas con a-IGF-I (n= 7) y otro con NRS (n= 7)





1. DISTRIBUCION DE IGF-I Y SU RECEPTOR EN SNC ADULTO
1.1. Distribución del péptido IGF-I en SNC
1.1.1. Caracterización del antisuero cr-IGF-I
Análisis por RÍA
En los estudios de PSA presentados en este trabajo se empleó el antisuero codificado
como FL-51089 a una dilución final de 1/15.000. Como se muestra en la figura lA, la
concentración de IGF-I necesaria para desplazar en un 50% la unión inicial del IGF-I-I’25 al
antisuero fue de 5 ng/ml. El coeficiente de variación intraensayo fue de] 7% y el coeficiente
de variación interensayo del 15%.
La especificidad del antisuero fue demostrada por la ausencia de reacción de cruce
frente a 27 péptidos ensayados: IGF-II, proinsulina (Fig. lA), insulina, neurofisina 1,
neurofisina II, AVP, OT, GRF
143 de rata, GRF129 humano, GRF1~ humano, SOM 14, SOM
28, VIP, hormona liberadora de hormona adrenocorticotropa (CRH), calcitonina, hormona
paratiroidea, pentagastrina, neurotensina, polipéptido pancreático, colecistoquinina, LHRJ-I,
B-encefalina, gastrmna IP, bradiquinina, substancia P, glucagón y MSH. Ninguno de estos
péptidos dió reacción cruzada con el antisuero FL-5 1089 ni aún a concentraciones tan altas
como 1 jig/ml.
Análisis por Western blot
Después del revelado de la fosfatasa alcalina de la membrana del inmunoblot, se
observó que el antisuero FL-5 1089, a la concentración de 1:400, fue capaz de reconocer lpg




Como controles positivos se utilizaron el hígado y el riñón de ratas adultas tratadas
con colchicina. Estos órganos presentan un alto nivel de síntesis de IGF-I y su distribución
es bien conocida. En el hígado, la inmunoreactividad para IGF-I se presentaba distribuida en
los citoplasmas de los hepatocitos (datos no mostrados), mientras que en el riñón, el
inmunomarcaje se observó focalmente en células de los tubos colectores y de las asas de
Henle de la médula renal (Figs 2C-E). Los resultados obtenidos estaban en concordancia con
la localización del péptido y de su ARNm descrita por otros autores (Hansson y col., 1988b,




La incubación de cortes histológicos del hipotálamo de ratas tratadas con colchicina
y de cerebelos humanos omitiendo el antisuero primario o remplazandolo con concentraciones
equivalentes de suero preinniune no ofreció ningún tipo de inmunoreacción. Las mismas
áreas descritas incubadas con el antisuero previamente preadsorbido con 1.45 jig/ml de IGF-
~ recombinante humano durante una noche a4< mostraron una ausencia de inmunotinción
(Fig. 2). Además, incubaciones de secciones de cerebelos humanos con otro anticuerpo
policlonal a-IGF-I (UB3- 189) ofrecieron resultados equivalentes a los obtenidos con el
antisuero FL-5 1089 en el patrón de inmunomarcaje. Sin embargo, la intensidad de la
inmunotinción fue notablemente más débil utilizando el antisuero UB3- 189 que con el FL-
5 1089.
1.1.2. Distribución de IGF-I en SNC
1.1.2.1. Distribución del péptido IGF-I en SNC de rata
En el SNC de ratas adultas sin tratamiento previo alguno, la inmunoreactividad para
IGF-I fue observada principalmente en el cerebelo, y muy débilmente en el hipotálamo y la
neocorteza. Tras 48 horas de la administración icv de colchicina no se apreciaron cambios
en el patrón de inmunomarcaje del cerebelo. Sin embargo, se observó un notable incremento
en la intensidad del marcaje para IGF-I en el hipotálamo y, en menor grado, en la
neocorteza. Aunque la administración de coichicina indujo un incremento en la intensidad del
marcaje, en general, el patrón de distribución de los elementos que lo contenían fue la misma
que en los animales normales. Sin embargo, la administración de colchicina produjo la
aparición de células inmunopositivas en el complejo hipocampal, principalmente en el giro
dentado, sin que los animales normales las presentaran.
Localización de IGF-I en cerebelo
La inmunoreactividad para IGF-I fue detectada fundamentalmente en las células de
Purkinje (Hg. 3A). Algunas células de Golgi de la capa de los granos también presentaban
producto de reacción, aunque muy débilmente (Fig. 3B). El producto de reacción presentaba
un aspecto denso y granular (Figs 3C-F). En las células de Purkinje el inmunoprecipitado se
encontró concentrado alrededor de los núcleos, así como rellenando difusamente el pericarion
(Figs 3C-F) y sus procesos dendriticos primarios en la capa molecular (Figs 3C,D). También
se detectaron algunos axones positivos emergiendo de la base del soma de las células de




Las neuronas de Purkinje inmunoreactivas para IGF-I, identificadas con el
microscopio óptico, mostraban las caracteristicas ultraestructurales típicas de las células de
Purkinje (Peters y col., 1991). Presentaban un núcleo pálido y prominente, con una
membrana nuclear profundamente invaginada (Fig. 4C). El núcleo estaba rodeado por
abundante citoplasma rico en orgánulos, incluido el aparato subcisternal de membrana
descrito por Rosenbluth (Fig. 4A). La superficie externa de la membrana plasmática del soma
celular, así como la de sus dendritas primarias, estaban principalmente cubierta por procesos
gliales. El producto de reacción denso a los electrones fue encontrado en cisternas del
retículo endoplásmico rugoso (Figs 4A,B) y muy ocasionalmente asociado con la membrana
nuclear (Fig. 4C) y cuerpos multivesiculares (Fig 4D). De modo característico, el
inmunomarcaje para IGF-J no se encontró en ningún caso asociado con el nucleoplasma, ni
con la superficie externa de las mitocondrias, ni con otros orgánulos subcelulares.
Localización de IGF-I en hiDotálamo
En el hipotálamo, la inmunoreactividad para IGF-I se observó como un producto de
reacción granular y difuso que ocupaba somas neuronales, sus procesos dendríticos, fibras
nerviosas y estructuras similares a terminales.
Las neuronas positivas para IGF-I se agrupaban principalmente en los núcleos
supraóptico y paraventricular (Figs 5). En el núcleo paraventricular las células
inmunoreactivas para IGF-I correspondíana neuronas magnocelulares (Figs SA,B). Neuronas
positivas para IGF-I también fueron detectadas en los grupos accesorios magnocelulares
(Peterson, 1966), los cuales incluyen los núcleos comisural anterior (Fig. 6A), circular,
fornicales anterior y posterior, retroquiasmático y el núcleo del fascículo prosencefálico
medial (datos no mostrados). Los grupos accesorios magnocelulares que presentaban IGF-I-
IR citados anteriormente, frecuentemente, se situaban a lo largo del curso de los axones de
las neuronas magnocelulares que se dirigen hacia la eminencia media (EM), a menudo en
asociación con pequeños vasos (Fig. 6B). Otras neuronas positivas para IGF-I fueron
encontradas en las áreas hipotalámicas anterior y lateral (Hg. 6A), preópticas medial y lateral
(Fig. 6C), los núcleos periventriculares preóptico y anterior (Fig. 6A) así como en el núcleo
de la estría terminal (Figs 6A,D).
Las fibras nerviosas y posibles terminales que contenían IGF-I-IR presentaban una
morfología varicosa y se localizaban principalmente en la zona interna de la EM (ziEM), y
en menor número, en la zona externa de la EM (zeEM; Fig. 7A). Fibras y posibles
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terminales inmunoreactivos también fueron observadas dentro de los núcleos periventricular
(recuadro en fig. 7C), paraventricular, comisural anterior y arcuato, así como en el
hipotálamo mediobasal lateral (Fig. 7C). La mayor densidad de fibras nerviosas y de posibles
terminales inmunoreactivos para IGF-I fueron detectados en la neurohipófisis (Fig. 7B),
mientras que únicamente una muy tenue inmunoreactividad fue observada en la adenohipófisis
(no mostrada).
Los somas hipotalámicos inmunoreactivos para IGF-I analizados a microscopia
electrónica mostraban las mismas caracteristicas ultraestructurales que las neuronas
magnocelulares neurosecretoras (Kalimo, 1971). Los somas presentaban un gran tamaño y
contenian un nucleo excéntrico con un prominente nucleolo. El citoplasma poseía un retículo
endoplásmico y un aparato de Golgi altamente desarrollado y, característicamente, un gran
número de gránulos de secreción de centro denso, fácilmente identificables por su estructura
y tamaño (1 S0-l9Opm). El precipitado del inmunomarcaje para IGF-I se detectó
ocasionalmente en el interior de algunas de las cisternas del retículo endoplásmico rugoso
(Fig. 8A) y del aparato de Golgi (Figs 8B,C). Algunos de los gránulos de secreción exhibían
IGF-I-IR en su interior (Fig. 9). Los resultados obtenidos fueron similares para neuronas
inmunoreactivas de los núcleos supraóptico y paraventricular. El producto de reacción del
IGF-I-IR no se encontró en ningún caso en asociación con otros orgánulos subcelulares ni
con su superficie externa.
Colocalización de IGF-I con AVP y OT
En condiciones normales las neurohormonas AVP y OT son sintetizadas en diferentes
neuronas, formando dos poblaciones distintas (Vandesande y Dierickx, 1975; Mohr y col.,
1988). La distribución de somas inmunoreactivos para AVP y OT obtenida en este estudio
corresponde con la descrita con anterioridad (Sofroniew, 1985). Ambas neurohormonas se
presentaban en somas magnocelulares neurosecretores y en menor grado en neuronas
parvocelulares. En el núcleo supraóptico AVP-IR fue detectada principalmente en porciones
ventrales y mediales del núcleo, mientras que OT-IR se situaba en porciones dorsales y
laterales. En el núcleo paraventricular las neuronas que contenían OT-IR se extendían en
dirección rostrocaudal con localización anterior y ventromedial, rodeando un amplio grupo
de somas inmunoreactivos para AVP. Los núcleos magnocelulares accesorios (Peterson,
1966), fundamentalmente el comisural anterior, presentaban mayoritáriamente OT-IR. Otras
regiones hipotalámicas como son los núcleos de la estría terminal o el supraquiasmático




Mediante la aplicación, de técnicas de doble marcaje, utilizando dos cromógenos
diferentes, cuyos productos de reacción difieren tanto en coloración como en el tipo de
precipitado (Fig. 10) se demostró que mayoritariamente las neuronas magnocelulares que
expresaban IGF-I-IR y las que contenían AVP-IR constituían poblaciones celulares diferentes
(Figs 1OA,C). Aunque en un bajo porcentaje, algunas neuronas coexistían IGF-I-IR y AVP-
IR (Fig. 1OE). El producto de reacción para IGF-I fue encontrado principalmente en cuerpos
celulares que contenían OT-IR (Figs 1 OB,D) distribuidos en los núcleos supraóptico,
paraventricular y accesorios magnocelulares. Muy ocasionalmente neuronas positivas para
IGF-I no presentaban OT-IR (Fig. 1OF), así como ciertas neuronas OT positivas no contenían
IGF-I-IR (Fig. 100). En ningún caso se hallaron somas con IGF-I-IR en el núcleo
supraquiasmático. Mediante técnicas de doble marcaje en cortes seriados (Fig. 11) se
obtuvieron los mismos resultados que empleando dobles marcajes en la misma sección.
Localización de IGF-I en neocorteza
La inmunoreactividad para IGF-I se localizó en un reducido número de neuronas de
tamaño medio, no piramidales, situadas aisladamente. Aunque la corteza somatosensorial fue
el área que contenía un mayor número de neuronas inmunomarcadas (Fig. 12), estas estaban
presentes en todas las áreas neocorticales. Las neuronas positivas se hallaban en las capas
corticales superficiales (11-1V) sin una distribución laminar concreta (Figs 12A-C). IGF-I-IR
se detectó como un tenue producto de reacción que ocupaba el soma neuronal y
ocasionalmente sus procesos dendriticos (Figs 12A-C). Los núcleos celulares siempre se
presentaron negativos. A nivel ultraestructural el producto de reacción únicamente fue hallado
en el interior de algúnas de las cisternas del aparato de Golgi (Figs 12D,E).
Localización de IGF-I en la formación hivocamval
En los animales sin ningún tratamiento previo, la formación hipocampal en ninguna
ocasión presentó inmunoreactividad para IGF-1 (Fig. DA). 48 horas después de la
administración de colchicina se pudo observar la aparición de inmunoreactividad para IGF-I
en la formación hipocampal, principalmente en el giro dentado (Fgs 1 3B-E). Aunque el
inmunomarcaje se presentaba en ambos giros dentados, la intensidad del mismo fue mayor
en el lado ipsilateral a la inyección. Las células del giro dentado inmunoreactivas para IGF-I
aparecían en unos casos concentradas en grupos (Fig. 13B) y en otros dispersas (Fig. 13D).
La inmunoreactividad se localizaba en los citoplasmas de pequeñas células, aparentemente
44
Resultados
células granulares (Figs 13C,D).
1.1.2.2. Estudio comparado de la localización de IGF-I en el hipotálamo de otras
especies.
Con el objeto de confrontar los resultados obtenidos en rata con otras especies,
realizamos un estudio inmunocitoquimico en hipotálamos de ratón, área donde teníamos bien
caracterizada la localización de IGF-I-IR. Además, ampliamos este estudio en monos, con
el fin de obtener información referente a la posible presencia de IGF-I-IR en hipotálamo de
primates.
Localización de ¡GEl en hipotálamo de ratón
En general, la distribución de las células que contenían IGF-I-IR correspondía con
la descrita en la rata. Los somas inmunoreactivos para IGF-I se encontraron principalmente
en los núcleos paraventricular (Fig. 14) y supraóptico.
Localización de ¡GE-! en hipotálamo de mono (Macaca mulata)
Como se muestra en la figura 15 y de forma paralela a la establecida para los
roedores, en Macaca mielata IGF-I-IR se encontraba contenido en neuronas magnocelulares
neurosecretoras hipotalámicas.
1.1.2.3. Distribución del péptido IGF-I en algunas áreas de SNC humano
La localización de factores tróficos en el cerebro humano constituye una primera
aproximación en el estudio de su posible implicación en procesos neurodegenerativos. En el
presente trabajo, el análisis realizado en cerebros humanos se limitó a aquellas áreas a las
que se tuvo disponibilidad y además presentaban un tiempo post-mortem corto, una buena
fijación y conservación del tejido. Además, con la finalidad de intentar definir subpoblaciones
neuronales y posibles relaciones con otros factores tróficos, realizamos algunos estudios de
colocalización.
Localización de ¡GE-! en cerebelo
Después de realizar el procesamiento inmunocitoquimico de las secciones histológicas,
se observó que un intenso marcaje para IGF-I ocupando el soma, dendritas y axones de las
células de Purkinje (Figs 16) a lo largo de todas las regiones del cerebelo, incluidas arqueo,
paleo y neocerebelo. El producto de reacción se situaba en la mayor parte del arbol
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dendrídico de las células de Purkinje, incluso rellenando algunas de las espinas dendríticas
(Figs 16C,D). Los axones de las células de Purkinje tenían una morfología varicosa y
presentaban IGF-I-IR a lo largo de su curso. Ocasionalmente, la porción proximal de los
axones de las células de Purkinje exhibían balonamientos (torpedos axonales). Algunos de
estos axones presentaban una morfología arciforme (Fig. 1 6C) y contenían un intenso
marcaje para IGF-I (Figs 16C, 17A). También fue detectado IGF-I-IR en colaterales
recurretes de los axones de las células de Purkinje. La mayoría de estas estructuras formaban
plexos en la zona infraganglionica (Figs 1 7C-D) formando, en algunas ocasiones, cestos
alrededor de estructuras sin marcaje en la capa de los granos (Figs 17C,D).
Colocalización de ¡GE-! con calbindina y LNGER
Con el objeto de averiguar si las neuronas positivas para IGF-I podrían representar
una subpoblación de las células de Purkinje realizamos un estudio de dobles marcajes para
IGF-I y calbindina, ya que esta última proteína es considerada como un marcador de todas
las células de Purkinje (Scotti y Nitsch, 1992). Por otro lado, en base a la posible interacción
entre distintos factores tróficos, realizamos dobles marcajes para IGF-I y el receptor de baja
afinidad para NGF (LNGFR) con el objetivo de analizar posibles relaciones anatómicas.
Los resultados obtenidos utilizando anticuerpos contra calbindina fueron acordes con
estudios anteriores en humanos (Scotti y Nitsch, 1992). Las células de Purkinje mostraban
un intenso inmunomarcaje para calbindina en sus somas, dendritas y axones de modo
uniforme por todo el cerebelo (Figs 18B,D, 19A,B).
El patrón de inmunomarcaje para LNGFR fue el mismo que en descripciones previas
en humanos (Mufson y col., 1991). Unicamente, algunas de las células de Purkinje
presentaban inmunoreacción positiva. El producto de reacción tenía un aspecto granular que
ocupaba principalmente y característicamente la periferia del núcleo celular, y en menor
grado dendritas y axones (Figs 19C-E).
Los dobles marcajes inmunocitoquimicos realizados demostraron que, en general, la
población de células de Purkinje positivas para IGF-I era homogénea. Analizando secciones
en diversas áreas corticales se comprobó que la gran mayoría de células de Purkinje que
expresaban calbindina-IR también contenian IGF-I-IR (Figs 18, l9AB). Por otra parte se
observó que la mayor parte de células positivas para LNGFR también eran inmunoreactivas
para IGF-I (Figs 19C-E). Sin embargo, tan solo algunas células de Purkinje que expresaba
IGF-I-IR no contenia inmunoreactividad para LNGFR (Fig 19C,D).
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Localización de ¡GE-! en la neocorteza somatosensorial
En la corteza somatosensorial humana, muy ocasionalmente se encontraron neuronas
positivas para IGF-I. Dichas neuronas se localizaban en capas superficiales (1-111; Fig. 20A).
En contraste con el escaso número de somas con inmunoreactividad para IGF-I, se detectaron
numerosas fibras nerviosas inmunoreactivas, principalmente en las capas profundas (Figs
20C , D). Tanto las capas superficiales (Fig. 20B) como la substancia blanca de la corteza
cerebral, también presentaban fibras nerviosas con marcaje positivo.
1.2. Distribución del ARNm de IGF-I en SNC
Durante el primer período del desarrollo de la presente tesis, antes de comenzar los
estudios de expresión génica empleando técnicas de hibridación in sitie, aparecieron algunas
publicaciones en las que se describía la localización del ARNm de IGF-I en SNC (Werther
y col., 1990; Bartlett y col., 1991a,b; Bondy, 1991). Una vez comenzado a trabajar con las
técnicas de de hibridación iii sitie, realizamos hibridaciones para el ARNm de IGF-I con la
finalidad de tener a punto las técnicas. Analizando la expresión de IGF-I en el SNC de rata
adulta, obtuvimos resultados muy similares a los descritos por Bondy (1991). En general, en
SNC de rata adulta la expresión del ARNm de IGF-I era muy baja y estaba restringida a unas
pocas áreas. Principalmente encontramos tránscritos para IGF-I en el bulbo olfativo, corteza
piriforme (Fig. 21A) y células de Purkinje de cerebelo (Fig. 21B). Debido a la semejanza
entre nuestros resultados referentes a la expresión del ARiNm de IGF-I en SNC con los de
otros autores, no seguimos realizando experimentos de hibridación con el ARNm de IGF-I
que fueran encaminados a describir su distribución en SNC en condiciones basales.
1.3. Distribución del ARNm de R-IGF-I en SNC de rata
Al comienzo de estos experimentos la distribución de R-IGF-I en SNC había sido
estudiada mediante técnicas autoradiográficas con ligando marcado. Unicamente una
publicación describía la distribución regional de la expresión del ARNm de R-IGF-I en el
SNC, aunque con técnicas bioquímicas de hibridación líquida (Baron-Van Evercooreny col.,
1991). Al tiempo que finalizábamos los experimentos de distribución del ARNm de R-IGF-I
en SNC de rata, fueron publicados dos trabajos que describían dicha distribución (Marks y
col., 1991; Bondy y col., 1992). En general, nuestros resultados fueron equiparables a los
descritos por Marks y col. (1991) y Bondy y col. (1992). Sin embargo, algunas diferencias
fueron observadas.
La especificidad de los resultados obtenidos con la sonda del ARNc de R-IGF-I
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mediante la aplicación de técnicas de hibridación in sitie fue confirmada por los siguientes
controles: 1) Las secciones histológicas tratadas con RiNasa A antes de la hibridación no
presentaron ninguna señal positiva (Fig. 22). 2) Otros experimentos, realizados en paralelo
y usando el mismo método, con sondas de similares tamaños y actividad específica no
relacionadas con la del ARNm de R-IGF-I mostraron un patrón de hibridación diferente
(datos no mostrados). 3) En el núcleo arcuato, donde los receptores de insulina son
abundantes (Lesniak y col., 1988; Marks y col., 1990) no se detectó ninguna señal de
hibridación (Fig. 23C), indicando que la sonda utilizada no tiene reacción cruzada con el
ARNm del receptor de insulina.
Tanto el SNC como la hipófisis de ratas adultas presentaban una amplia distribución
de tránscritos del ARiNm de R-IGF-I. La hipófisis presentaba una muy intensa señal de
hibridación en la pars tuberalis (Figs 23C, 24A,B), pars distalis y pars intermedia (Recuadro
en fig. 24A). En el cerebro, los órganos circunventriculares contenían gran cantidad de
tránscritos del ARNm de R-IGF-I, los cuales incluían a los plexos coroideos (Figs 23B-D),
órgano subfornical (Fig. 23B), área postrema (Fig. 23D), órgano vascular de la lamina
terminal y la glándula pineal (datos no mostrados). Los bulbos olfativos, hipocampo y
cerebelo (Fig. 22, 23) presentaba una prominente señal de hibridación. El bulbo olfativo
contenía tránscritos del R-IGF-I en las capas celulares glomerular, mitral y granular (Figs
23A, 25A). En el hipocampo, una fuerte señal de hibridación fue detectada en la capa de los
granos del giro dentado y en la capa piramidal del cuerno de Aminon, principalmente en los
campos CM y CA3 (Figs 23C, 25C). En el cerebelo, tanto las células de Purkinje como las
células grano mostraban señal de hibridación (Figs 22A, 23D, 25B). Las áreas telencefálicas
que mostraban un marcaje específico fueron la corteza cerebral (capas II, III y VI) (Figs 22,
26A,B), corteza piriforme (Figs 23C, 26C), núcleos olfativos (Fig 22), núcleo endopiriforme
(Fig. 23B), islas de Calleja, complejo amigdalino, núcleo acumbens y el núcleo de la estría
terminal (datos no mostrados). En el diencéfalo, se encontró hibridación en los núcleos
talámicos ventrolateral, laterodorsal y anterior (Fig. 22), los cuerpos geniculados (datos no
mostrados), los núcleos hipotalámicos supraóptico (Figs 23B, 24C), paraventricular (Fig.
24D) y supraquiasmático (Fig. 23B) y el núcleo habenular medial (dato no mostrado). En e]
rombencéfalo, las áreas que exhibían ARMm de R-IGF-I incluían los núcleos pontinos, el
tracto solitario, los núcleos gracile, cuneatus e hipogloso, la oliva inferior y la formación
reticular (datos no mostrados).
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2. REGULACION DE IGF-I Y SU RECEPTOR EN SNC
2.1. Regulación de IGF-I en situaciones de disminución de GH
2.1.1. Envejecimiento
La distribución del marcaje para IGF-I en SNC de ratas jóvenes y envejecidas sin
tratamiento previo alguno correspondía al descrito anteriormente. El patrón de distribución
y la intensidad del marcaje para IGF-I en SNC de ratas jóvenes fue similar al observado en
ratas envejecidas, sin encontrarse cambios, con la excepción de la EM.
En la EM de ratas jóvenes la inmunotincion para IGF-I se presentaba como un
producto de reacción de muy débil intensidad en fibras nerviosas que atravesaban la capa
fibrilar de la ziEM (Figs 27A,B). La intensidad del marcaje para IGF-I de las ratas
envejecidas fue notablemente incrementado en todos los niveles la EM (Figs 27C-H). El
patrón de distribución del marcaje también presentó cambios. Fibras varicosas con grandes
dilataciones se localizaban en la capa fibrilar y, característicamente, en la hipoependimal de
la ziEM. Algunas fibras inmunoreactivas se hallaban en la capa ependimal entre los tanicitos,
extendiéndose junto al lumen ventricular. En ocasiones dichos axones inmunoreactivos,
aparentemente, aparecían en el interior del tercer ventrículo, en contacto con el LCR.
2.1.2. Diabetes inducida por estreptozotocina
En el modelo de diabetes, además de analizar el inmunomarcaje para IGF-I, también
estudiamos la posible intervención de otros reguladores de los somatotropos, el péptido
inhibidor SOM (Vale y col., 1973) y los estimuladores GRF (Brazeau y col., 1982) y
galanina (Maiter y col., 1990).
Enel momento del sacrificio los animales inyectados con STZ mostraron una marcada
hiperglucemia (>400 mg/dl), glucosuria (>5 g/dl), así como una aparente pérdida de peso
y poliuria.
La distribución inmunocitoquimica de SOM, GRF y galanina en e] hipotálamo
correspondía con la descrita en trabajos anteriores (Bennett-Clarke 80, Merchenthaler 84,
Palkovits 87). La mayor población de somas positivos para SOM se disponía a lo largo de
la pared del tercer ventrículo del hipotálamo anterior (Fig. 28), mientras que la densidad más
alta de fibras inmunoreactivas se hallaban en la zeEM (Fig. 29). Tanto GRF-IR como
galanina-IR se encontraron principalmente concentrados en fibras que cursaban por la zeEM
(Fig. 30). En áreas hipotalámicas apenas fueron observados somas positivos para GRF y
galanina, ya que sin manipulaciones previas los niveles de péptido inmunoreactivo son muy




De los cuatro péptidos estudiados, únicamente IGF-I presentó diferencias en el patrón
de inmunotinción asociadas con la administración de STZ. En las ratas diabéticas se observó
un incremento en la inmunoreactividad para IGF-I en los somas de los núcleos
paraventricular (Figs 31A,B), supraóptico (Figs 31C,D) y accesorios magnocelulares,
respecto al débil marcaje presente en los animales controles. A diferencia de los animales
controles, donde no se encontró positividad para IGF-I en células de la adenohipófisis, la
diabetes inducida por STZ provocó la aparición de células dispersas, positivas para IGF-I
(Fig. 32).
2.1.3. Consideraciones respecto a la regulación de IGF-I en situaciones de supresión
de GH.
En los dos modelos experimentales anteriormente descritos, acompañando la supresión
de GH, encontramos alteraciones de IGF-I-IR. En un principio, el objetivo del presente
estudio fue analizar las posibles interacciones entre dos factores implicados en el crecimiento,
GH e IGF-I, en el eje hipotálamo-hipofisario. Sin embargo, la localización celular de IGF-I
y sus receptores en el sistema hipotalámico neurohipofisario (SHN) apuntaban hacia una
posible relación entre IGF-I y las hormonas neurohipofisarias, OT y AVP. Un examen de
la bibliografía sobre los dos modelos estudiados anteriormente, además de mostrar
alteraciones en la fisiología de los somatotropos, también revela modificaciones en las
neuronas magnocelulares del SUN. La relación existente entre los dos modelos estudiados
(envejecimiento y diabetes) con la actividad del SHN nos llevo a diseñar experimentos donde
se examinara la posible participación de IGF-I en modelos específicos de estimulación del
SUN.
2.2. Regulación de IGF-I en situaciones características de activación del sistema
magnocelular oxitocinérgico
En base a la colocalización mayoritaria de IGF-I-IR con OT-IR, elegimos dos modelos
en los cuales, a pesar de estimularse la actividad de las dos poblaciones neuronales
magnocelulares, están más relacionados con OT que con AVP. Uno de ellos fue la gestación
a término y la lactancia, situaciones clásicas de activación y plasticidad del sistema
oxitocinérgico (Van Tol y col., 1988; Poulain y Wakerley, 1982; Theodosis y Poulain,
1993). El segundo fue un tipo de estrés agudo, el cual parece estar principalmente
relacionado con la liberación de OT (Romero y col., 1993).
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2.2.1. Preñez a ténnino y lactancia
Tras el procesamiento inmunocitoquimico para IGF-I, al comparar los núcleos
paravetricular y supraóptico (Fig. 33), así como las neurohipófisis (Fig. 34) no se
encontraron diferencias entre los animales controles, preñados a término y lactantes. El
inmunomarcaje de los tres grupos analizados fue muy débil y en el hipotálamo apenas se
podían definir somas.
En paralelo se analizó el inmunomarcaje para AVP y OT en el lóbulo posterior de la
hipófisis de los tres grupos experimentales. Como se puede observar en la fig. 34 mientras
que el patrón de inmunomarcaje para IGF-I en las neurohipófisis no mostraba diferencias,
la inmunoreacción para las dos neurohormonas, principalmente AVP, presentaba un
disminución en los animales preñados a ténnino como en los lactantes comparados con los
controles, como se ha descrito con anterioridad (Van Tol y col., 1988; Crowley y col.,
1993).
2.2.2. Estrés provocado por inmovilización
Tras el procesamiento inmunocitoquimico para el IGF-I del eje hipotálanio-hipofisario
de animales controles y estresados (15 mm y 45 mm) no se observaron cambios aparentes
ni en la distribución ni en la intensidad del marcaje para dicho factor (datos no mostrados).
Como validación de la situación estresante se analizó la inmunoreactividad para la ACTH(I.U)
en las adenohipófisis de todos los animales. Después del estímulo estresante se observó un
incremento de células positivas así como de su intensidad de inmunorreacción para la
corticotropina en el lóbulo anterior de la hipófisis tanto en las ratas estresadas durante 15 mm
como en las ratas estresadas durante 45 mm. El incremento en la inmunoreacción para
ACTH fue menos marcado tras 45 mm que tras 15 mm (Fig. 35).
2.2.3. Consideraciones respecto a la regulación de IGF-I en situaciones caracteristicas
de activación del sistema oxitocinérgico
Las situaciones fisiológicas que afectan de modo característico a la actividad del
sistema oxitocinérgico examinadas en este trabajo no originaron ningún cambio apreciable
en la inmunoreactividad para IGF-I en el SHN. Es de señalar que si bien en estas situaciones
se incrementa la actividad del sistema magnocelular hipotalámico, en ninguna de ellas se
generan estímulos, como son cambios de la osmolaridad plasmática, que pudieran estar
relacionados con la secreción de AVP para regulación del balance hídrico. Si reconsideramos
los resultados obtenidos al estudiar el envejecimiento y la diabetes mellitus, encontramos que
51
Resultados
estas dos situaciones están relacionadas con actividad del SUN, más concretamente con el
vasopresinérgico y su funcionalidad como regulador del balance hídrico. Además, en los
modelos de envejecimiento y diabetes si que encontramos una regulación de la
inmunoreactividad para IGF-I. Todo ello nos llevó a examinar la posible regulación de IGF-I
durante deshidratación, situación que si bien activa (una vez más) las dos poblaciones
magocelulares, es la que tiene una relación fisiológica mas estrecha con AVP.
2.3. Regulación de IGF-I y de los ARNm de IGF-I y de R-IGF-I en situaciones
caracteristicas de activación del sistema magnocelular vasopresinérgico.
2.3.1. Deshidratación.
Como modelo de hiperactividad del SHN empleamos la deshidratación. Durante la
estimulación osmotica se induce un aumento en la expresión y liberación de las hormonas
neurohipofisarias AVP y OT, así como fenómenos de plasticidad neuronal, principalmente
en el sistema oxitocinérgico (Theodosis y Poulain, 1993).
Empleando un modelo de deshidratación aguda (24 horas) se observaron cambios en
la expresión IGF-I-IR y de su ARNm, sin observarse variaciones en la expresión del ARNm
del R-IGF-I. Con el objeto de analizar si la deshidratación a tiempos más prolongados podría
llegar a alterar los niveles del ARNm de IGF-I, se usó un modelo de deshidratación crónica
intermitente (seis días).
Regulación de IGF-I-IR y su ARNm.
La hiperosmolaridad provocada en las ratas deshidratadas durante 24 horas incrementó
notablemente el inmunomarcaje para IGF-I en neuronas magnocelulares de los núcleos
hipotalámicos paraventricular (Fig 36A,B), supraóptico (Fig 36C,D) y accesorios, así como
en fibras nerviosas de la neurohipófisis (recuadros en Fig 36A,B). Sin embargo, no se
observó ninguna diferencia ni en la distribución ni en la intensidad de la inmunoreacciónpara
IGF-I en células de la corteza cerebral (recuadros en Fig 36C,D). El patrón de colocalización
con las hormonas neurohipofisarias durante la deshidratación aguda fue el mismo que el
descrito en animales tratados con colchicina (datos no mostrados)
El análisis densitométrico de las bandas hibridadas con la ribosonda de IGF-I mediante
el ensayo de protección de ribonucleasas mostró un incremento en la expresión del gen de
IGF-I en los hipotálamos de ratas deshidratadas durante 24 horas respecto a aquellos otros
de ratas controles (Fig. 37).
Durante la deshidratación aguda no se observaron modificaciones en los niveles de




Regulación del AIRNm de R-IGF-I.
En los animales deshidratados durante 24 horas no se encontraron diferencias en los
niveles de ARNm del R-IGF-I (datos no mostrados).
Tras seis días de deshidratación intermitente se encontró un incremento en la
inmunoreactividad de la proteína c-Fos en neuronas magnocelulares de los núcleos
supraóptico (Fig 38A,C} y paraventricular. Los animales deshidratados mostraron un
incremento en la expresión del ARNm de R-IGF-I en el núcleo supraóptico (Fig 384B,D).
Sin embargo, no se encontraron cambios en la expresión de los tránscritos de R-IOF-l en el
núcleo paraventricular (datos no mostrados). Las neuronas magnocelulares que expresaban
un incremento en la acumulación del ARNm de R-IGF-I también mostraban una intensa
inmunoreactividad para c-Fos (recuadros en Fig 38).
2.3.2. Consideraciones respecto a la regulación de IGF-I y R-IGF-I en el SHN
Volviendo a revisar todos los resultados obtenidos hasta el momento, observamos que
cada vez eran más los datos que indicaban una posible interacción de IGF-I con las hormonas
neurohipofisarias. Debido a las propiedades tróficas de IGF-I y a que el sistema
oxitocinérgico es el sistema que fundamentalmente experinienta fenómenos de plasticidad,
IGF-I podría estar relacionado con OT. Sin embargo, en los diferentes modelos estudiados,
cuando encontramos regulación de la expresión de IGF-I también existían cambios en la
osmolaridad y alteraciones en el equilibrio hídrico. Por otro lado, entre las áreas que
presentaban una mayor expresión del gen de R-IGF-I estaban aquellos órganos
circunventriculares que funcionan como osmorreceptores. Durante el estímulo osmótico se
incrementa la síntesis y la liberación de las dos neurohormonas, siendo AVP la que tiene un
papel decisivo en la homeostasis del organismo, sin que se conozca la función que desempeña
OT durante la estimulación osmótica. Por ello nos planteamos el analizar la posible influencia
de IGF-l sobre AVP. En primer lugar, mediante dobles marcajes examinamos la posible
presencia de tránscritos de R-IGF-I en las neuronas vasopres inérgicas. Poesteriormente
estudiamos el posible papel regulador de IGF-I en la liberación de AVP.
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3. INTERACCIONES DE IGF-I CON AVP EL SHN DE RATA ADULTA
3.1. Coexistencia del ARNm de R-IGF-I con AVP en neuronas magnocelulares
hipotalámicas.
Como se muestra en la figura 39, la señal de hibridación del ARNm de R-IGF-I fue
detectada en neuronas que expresaban inmunoreactividad para AVP. Además de las neuronas
vasopresinérgicas, otros células negativas para AVP también presentaban tránscritos del R-
IGF-I, siendo probablemente neuronas oxitocinérgicas.
3.2. Efecto de la administración icv de anticuerpos a-IGF-I sobre los niveles de AVP.
Teniendo en cuenta los resultados anteriormente descritos en lo referente a la
localización y regulación de IGF-I y de su receptor en el SHN, se analizó el posible papel
regulador de IGF-I sobre la neurohormona AVP, midiéndose los niveles de AVP en ratas
deshidratadas a las cuales se les admiistró previamente anticuerpos a-IGF-I por via icv.
Tras 24h de deshidratación, el contenido de AVP-IR disminuyó significativamente
(Sch=4.38, p<O.005) en las neurohipófisis de los animales deshidratados tratados con Ab-
IGF-I, respecto a aquellos tratados con Ab-IGF-I sin deshidratar (Fig. 40A). Se apreció una
disminución en los niveles de AVP-IR en las neurohipófisis de los animales deshidratados
tratados con NRS, respecto a los que tuvieron acceso a agua normal tratados con NRS,
aunque dicho descenso no fue estadísticamente significativo (Fig. 40A). En las restantes áreas




Fig. 1. (A) Curva standard del RIA de IGF-I y reacción de cruce con IGF-II y proinsulina.
lOOgl del antisuero cx-IGF-I, a una dilución final de 1/15.000, se hicieron reaccionar con
100gl de cada concentración de IGF-1170, IGF-II y proinsulina. (B) Western blot donde se
muestra que el antisuero FL-5 1089 reconoce a IGF-1170 recombinante humano y no al IGF-
11167 recombinante humano. MW= proteinas de pesos moleculares standar. (C-E)
Fotomicrografias que muestran células del asa de Henle inmunoreactivas para IGF-I en la





Fig. 2. Fotomicrografias del núcleo anterior comisural hipotalámico de rata (A,B) y de
corteza cerebelosa humana (C,D) inmunoteñidas con el antisuero FL-5 1089 (A,C) o con el
mismo antisuero previamente preadsorbido con 1.45 ¡zg/ml de IGF-1170 recombinante humano
(B,D). Obsérvese la falta de inmunoreactividad en los controles (B,D). Barras de calibrado:




Fig. 3. Fotomicrografias de secciones coronales de cerebelo de rata inmunoteñido con a-IGF-
1. (A) Un intenso marcaje puede ser observado en la capa de células de Purkinje y, en menor
grado, en la molecular. (B) El marcaje se encuentra contenido en los somas y dendritas
primarias de las células de Purkinje (Pl) y de modo muy tenue en las células de Golgi
(flecha). (C,D) Detalles de somas y dendritas primarias de células de Purkinje (flechas
curvas) inmunomarcadas con antisuero a-IGF-I. (E,F) Células de Purkinje que muestran
inmunomarcaje en sus somas y algunos de sus axones (flechas abiertas). Abreviaturas: Pk,
células de Purkinje; grí, capa de los granos; mol, capa molecular. Barras de calibrado: A=




Fig. 4. Fotomicrografias electrónicas que muestran células de Purkinje de rata positivas para
IGF-I. (A) El producto de reacción denso a los electrones es observado en algunas cisternas
del retículo endoplásmico rugoso. La flecha curva indica un aparato subcisternal de
membrana. (B) Detalle del retículo endoplásmico rugoso donde se aprecia que el producto
de reacción se halla asociado a la superficie interna y lumen de las cisternas. (C) Núcleo de
la célula de Purkinje con inmunoreacción para IGF-I en ciertos segmentos de la membrana
nuclear (puntas de flecha). (D) Inmunoreactividad para IGF-I en el interior de un cuerpo
multivesicular (flecha). Nótese en la proximidad de estructuras inmunoreactivas para IGF-I





Fig. 5. Fotomicrografias de secciones coronales hipotalámicas de rata incubadas con a-IGF-I
y visualizado con anticuerpos conjugados con fluoresceina. (A) Neuronas magnocelulares
positivas del núcleo paraventricular. (B) Detalle del núcleo paraventricular, donde se aprecia
la localización citoplasmática de IGF-I. (C) Inmunofluorescencia en somas del núcleo
supraóptico. El asterisco indica el tercer ventrículo. Abreviaturas: OX, quiasma óptico.




flg. 6. Fotomicrografias de secciones coronales hipotalámicas de rata marcadas para
visualizar IGF-I suiguiendo la técnica del la PAP. (A) Distribución de celulas
inmunoreactivas para ICIF-I a nivel del hipotálamo anterior. Neuronas positivas se observan
en los núcleos de la estría terminal (BST), comisural anterior (AC), periventricular (Pe) y
en el área hipotalámica anterior (AHy). (B) Mayor aumento de las neuronas perivasculares
positivas mostradas en A (flecha abierta) - Nótese la asociación de las neuronas positivas con
el lumen de los vasos sanguineos (asteriscos). (C) Neuronas positivas para IGF-I detectadas
en el área preóptica lateral. (D) Inmunoreactividad para IGF-I en células del núcleo de la
estría terminal. Abreviaturas: 3V, tercer ventrículo; f, fornix; ic, capsula interna. Barras de




flg. 7. Fotomicrografias que ilustran la presencia de fibras nerviosas y posibles terminales
inmunoreactivos para IGF-I en hipotálamo mediobasal de rata. (A) Distribución de fibras
positivas que cursan por la ziEM (flechas grandes) y zeEM (flechas pequeñas). (B) Obsérvese
el elevado número de fibras inmunoreactivas para IGF-I en el lóbulo posterior de la hipófisis.
(C) Fibras varicosas inmunoreactivas en hipotálamo ventrolateral. El recuadro muestra
estructuras puntiformes positivas semejantes a terminales nerviosos (algunas indicadas por
flechas abiertas) en la región periventricular hipotalámica, los asteriscos indican el tercer
ventrículo. Abreviaturas: 3V, tercer ventrículo; PL, lóbulo posterior hipofisário; IL, lóbulo





flg. 8. Microfotografias electrónicas de neuronas magnocelulares hipotálamicas de rata
procesadas para la localización de IGF-I. (A) Imagen que muestra un intenso marcaje en el
interior de una cisterna del retículo endoplásmico. (B) Producto de reacción asociado a
cisternas del aparato de Golgi, obsérvese los granulos de secreción en proximidad al Golgi.
(C) Detalle a mayor aumento de la imagen anterior, donde se aprecia el inniunomarcaje en




flg. 9. Microfotografias electrónicas de neuronas magnocelulares hipotálamicas de rata
inmunoreactivas para IGF-I. (A-C) Distintas imagenes que muestran gránulos de secreción,
notese como algunos de ellos exhiben producto de reacción en su interior (flechas). Los
gránulos que contienen la inmunoreacción suelen presentarse fracturados. Probablemente, al
realizarse los cortes ultrafinos, el inmunoprecipitado obtenido en preinclusión ofrece





Fig. 10. Fotomicrografias de cortes coronales hipotalámicos de ratas tratadas con colchicina
procesados para dobles marcajes inmunocitoquimicos. Se muestra la distrubución de IOF-I-IR
(producto de reacción marrón de aspecto difuso en A-O), AVP-IR (producto de reacción azul
de aspecto granular en A,C , E) y OT-IR (producto de reacción azul de aspecto granular en
B,D ,G) en neuronas magnocelulares del núcleo paraventricular (A-D) y del área lateral
hipotalámica (E-O). Obsérvese como la mayoria de neuronas que contienen IGF-I-IR no son
vasopresinérgicas (A, C), aunque un pequeño número de neuronas magnocelulares exhiben
inmunoreactividad para IGF-I y AVP (E). La mayor parte de células positivas para OT
también contienen IOF-I-IR (B,D). En muy pocos casos, neuronas con IOF-I-IR no
presentaban OT-IR (F) y algunas otras oxitocinérgicas carecían de inmunoreactividad para
IOF-I (cabezas de flecha en O). Ningún cuerpo celular, ni ninguna fibra de color azul fue
detectada en regiones que contienen celulas positivas únicamente para IOF-I (corteza
cerebral), sugiriendo que la primera reacción con la DAB provee una completa protección




Fig. 11. Fotomicrografias obtenidas de cortes seriados coronales del núcleo periventricular
hipotakinico de ratas tratadas con coichicina donde se verifica la colocalización de las
inmunoreactividades para OT (A) e IGF-I (B) en las mismas neuronas (flechas). Abreviatura:





Fig. 12. Microfotografias que muestran inmunoreactividad para IOF-I en la corteza cerebral
de ratas tratadas con colchicina. (A-C) Células y fibras positivas para IOF-I en la corteza
somatosensorial. (A) Neurona multipolar (flecha abierta) de la capa III inmunoteñida en su
citoplasma y prolongaciones dendríticas. Algunas fibras positivas estan señaladas por
pequeñas flechas. Los núcleos teñidos de la sección histológica corresponden a una
contratinción con violeta de cresilo. (B) Neurona multpolar positiva de la capa IV, el tejido
se halla contrateñido con violeta de cresilo. (C) Neurona, aparentemente horizontal, positiva
para IGF-I en la capa II superficial. (D , E) Micrafotografias electrónicas de neuronas
positivas para IGF-I. Obsérvese como el precipitado de la inmunoreacción se localiza
especificamente en el aparato de Oolgi. (E) Mayor alimento de una cisterna del aparato de
Golgi, donde se observa la positividad para IGF-1 en la luz de dos cisternas. Barras de




Fig. 13. Fotomicrografias que muestran la localización de inmunoreactividad para IGF-I en
la formación hipocampal de ratas controles (A) y tras 48 horas de administración icv de
colchicina (B-E). (A) Obsérvese la ausencia de inmunoreactividad para IOF-I en el giro
dentado. (B) Giros dentados de un animal tratado con colchicina, donde se aprecian células
imnunoreactivas para IOF-I (flechas). (C) Mayor aumento de la zona indicada por una doble
flecha en B. Nótese como la inmunoreactividad se localiza en los citoplasmas de numerosas
células. (D) Giro dentado que muestra inmunoreactividad para IOF-I en células dispersas lo
largo de su extensión. (E) Magnificación de una célula inmunopositiva señalada en D por la




Fig. 14. Fotomicrografias del núcleo paraventricular hipotalámico de ratón inmunoteñidos
para IOF-I. (A) Panorámica del hipotálamo a~nerior donde se aprecian células
inmunomarcadas en el núcleo paraventricular. (B y C) Detalles del núcleo paraventricular
mostrando células magnocelulares positivas. (D) Imagen a gran aumento de la neurona
señalada en C con una flecha curva donde se observa 1~L inmunoreacción en el citoplasma y





Fig. 15. Microfotografias del núcleo supraóptico hipotalámico de Macaca mielata
inmunoteñido para IGF-I. (A) Panorámica del núcleo donde se observan somas
inmunomarcados en sus citoplasmas y algunas de sus prolongaciones. (B) Imagen a mayor
aumento mostrando la neurona señalada en A con una flecha, la inmunoreacción esta




Hg. 16. Fotomicrografias de secciones histológicas de cerebelo humano que muestran la
distribución de neuronas positivas para IGF-I. (A) Panorámica mostrando como la
distribución de la inmunoreactividad para IOF-I se localiza en las neuronas de Purkinje. (B)
Fotomicrografia a mayor aumento de las células de Purkinje inmunomarcadas. Nótese como
la inmunoreactividad esta presente únicamente en las células de Purkinje. La flecha curva en
B indica un balonamiento en un axón de una célula de Purkinje. (C ,D) Detalles de las
células de Purkinje inmunoreactivas para IOF-I - Un intenso marcaje es visualizado en los
cuerpos celulares, dendritas en la capa molecular y axones a través de la granular. La flecha
curvada en C señala un axón arciforme que presenta un torpedo axonal. Apreciese en D el
extenso arbol dendrítico inmunopositivo en la capa molecular, el producto de la
inmunoreacción ocupa dendritas proximales y distales, incluso espinas dendriticas. Barras de




Hg. 17. Fotomicrografias que muestran detalles de la localización de IGF-I-IR en la corteza
cerebelosa humana. (A) Somas de células de Purkije que presentan balonamientos axonales
intensamente inmunoreactivos para IGF-I en la capa granular (flechas curvadas) proximos a
los somas de Purkinje. Las flechas en A indican fibras varicosas inmunoreactivas en la capa
granular. (B) Obsérvese las fibras varicosas inmunoreactivas en la zona infraganglionar de
la capa granular (flechas pequeñas). Las flechas grandes señalan algunos somas de células
de Purkinje intensamente teñidos. (C) Imagen a mayor aumento que muestra en detalle la
zona indicada por las flechas pequeñas en B. Las fibras varicosas en la zona infraganglionar
forman cestos alrededor de estructuras no inmunoteflidas. (D) Imagen de otro ejemplo de lo
descrito en C. Las flechas en C y D señalan procesos varicosos inmunoreactivos. Barras de




Hg. 18. Fotomicrografias del mismo campo (A y C; B y D) obtenidas de secciones de
corteza cerebelosa humana procesadas para doble marcaje inmunofluorescente. (A,B)
Inmunoreactividad para IGF-I visualizada con filtro de rodamina. (C,D) Inmunoreactividad
para calbindina visualizada con filtro para fluoresceina. Obsérvese, comparando A con C y
B con D, que la mayoria de células de Purkinje que expresan calbindina-IR tambien son IOF-
1 positivas, exceptuando algunos pocos casos (cabezas de flechas). Barras de calibrado:




Hg 19. Fotomicrografias de seccciones de coteza cerebelosa humana procesadas para dobles
marcajes inmunocitoquimicos. (A,B) Obsérvese como la mayoria de células de Purkinje
positivas para IOF-I (precipitado marrón difuso) tambien expresan calbindina-IR (precipitado
azul granular). Las flechas abiertas en A y B señalan neuronas de Purkinje positivas para
calbindina sin que muestren IGF-I-IR. (C-E) Ilustra como muchas células de Purkinje que
contienen LNOFR-IR (precipitado marrón difuso) son tambien positivas para IOF-I
(precipitado azul granular). La flecha abierta en U indica una neurona únicamente
inmunoteñida para IOF-I. La flecha en C y D señalan una misma célula de Purkinje
doblemente inmunomarcada. En E se muestra una célula de Purkinje que contiene
inmunoreactividades para LNOFR e IGF-I, las pequeñas flechas indican su axón. Barras de




Hg. 20. Fotomicrografias de secciones histológicas de la corteza somatosensorial humana
inmunoteñida para IOF-I. (A) Neurona positiva para IGF-l localizada en la zona superficial
de la capa II. (B) Abundantes fibras nerviosas inmunoreactivas (flechas) distribuidas en capas
superficiales de la corteza (11-111). (C ,D) Fibras nerviosas de grueso calibre inmunoteñidas




Hg. 21. Fotomicrografias en campo oscuro que muestran la localización del ARNm de IOF-I
en secciones coronales del SNC de rata adulta. (a) Seccion histologica al nivel del cerebro
anterior donde únicamente se observa la señal de hibridación en la coteza piriforme (flechas).
(b) Corte histológico de cerebelo, los tránscritos del ARNm de IOF-I se localizan en las




Fig. 22. Autoradiografias de secciones parasagitales de SNC de rata adulta. (A) Distribución
del ARNm de R-IOF-I. (B) Sección contigua a A, tratada con RNasa A y procesada para
hibridación del ARNm del R-IOF-I. Abreviaturas: 11-111 y VI capas de la corteza cerebral,
A núcleo talámico anterior, AO núcleo olfativo anterior, CA3 campo del asta de Animon,




Hg. 23. Autoradiografias que muestran la distribución de los tránscritos del R-IOF-I en
seciones coronales del cerebro de la rata mediante hibridación in sitie. (A) bulbo olfativo.
(B,C) Areas telencefálicas y diencefálicas. (D) Cerebelo y tronco cerebral. Abreviaturas: AP,
área postrema; CA2, campo del asta de Annnon; CP, plexos coroideos; DO, giro dentado;
En, núcleo endopiriforme; 01, capa glomerular; Orí, capa granular; br, capa granular
internal; LOT, núcleo lateral del tarcto olfativo; Mi, capa de células Mitrales; PC, corteza
piriforme; PT, pars tuberalis; SCh, núcleo supraquiasmático; SF0, órgano subfornical; SO,




Hg. 24. Secciones coronales del SHN mostrando la distribución del ARNm del R-IGF-I. (A)
Fotomicrografias tomadas en campo oscuro de la superficie ventrolateral del hipotálamo
basal. (Recuadro en A) autoradiograma de la hipófisis. (B) Fotomicrografias tomadas en
campo claro de la pars tuberalis. (C , D) Fotomicrografias tomadas en campo oscuro de los
núcleos supraoptico y paraventricular, respectivamente. Abreviaturas: ezME zona externa de
la eminencia media, izME zona interna de la eminencia media, 3V tercer ventrículo, ox
quiasma optico, PB pars distalis, PI pars intermedia, PI pars tuberalis. Barras de calibrado:




Hg. 25. Fotomicrografias tomadas en campo oscuro de las tres áreas del SNC de la rata con
mayor intensidad de marcaje para el ARNm del R-IGF-I. (A) Bulbo olfativo, el marcaje se
localiza en células Mitrales (flechas blancas), glomérulos (flechas negras) y en neuronas
penachadas (flecha doble). (B) Cerebelo, las flechas blancas señalan la capa de células de
Purkinje. (C) Hipocampo, la señal de hibridación es localizada en neuronas piramidales del





Fig. 26. Fotomicrografias tomadas en campo oscuro que muestran la presencia del ARNm
del R-IGF-I en distintas áreas de la corteza cerebral de la rata. (A> Células positivas (puntas
de flecha) en capas superficiales (11-111) de la corteza somatosensorial. (B) Neuronas que
expresan el ARNm del R-IOF-I en la capa IV de la corteza somatosensorial. (C) Localización




Hg. 27. Fotomicrografias que muestran las EM de ratas jóvenes (A,B) y envejecidas (C-H)
inmunomarcadas para IOF-I. Panorámica (A) y gran aumento (B) de fibras débilmente
teñidas para IOF-I en la capa fibrilar de la ziEM (flecha abierta). Panorámica (C,E,G) y gran
aumento (D , F , O, respectivamente) de fibras intensamente marcadas para IGF-I que se hallan
en la capa fibrilar, hipopendimal y ependimal de la EM. Nótese a mayor aumento que el
intenso producto de reacción se encuentra en grandes dilataciones de axones que se extienden
por capas subependimales, ependimocitos y, aparentemente, en el lumen del tercer ventrículo





Hg. 28. Fotmicrografias que muestran la distribución de SOM-IR en secciones coronales
del hipotálamo de ratas controles (A) y diabéticas (B). Las flechas grandes indican somas
neuronales-IR mientras que las pequeñas fibras nerviosas imnunoreactivas en el núcleo
































Hg. 29. Fotmicrografias que muestran la distribución de SOM-IR en secciones coronales de
EM de ratas controles (A) y diabéticas (B). Las fibras nerviosas varicosas inmunoreactivas
cursan principalmente por la zeEM (cabezas de flech~¡>. Notese la ausencia de alteraciones
en el patrón de inmunotinción entre animales controled ~diabeticos. Abreviatura: 3V, tercer




Fig. 30. Fotomicrografias de secciones coronales a nivel de la EM de animales controles
(A,C) y diabeticos (B,D). Las fibras positivas (flechas abiertas) para ORE (A,B) y para





Fig. 31. Fotomicrografias de secciones coronales del hipotálamo anteriorior de ratas controles
(A,C) y diabéticas (B,D) imnunoteflidas para IGF-I. Las flechas señalan neuronas
magnocelulares en los núcleos paraventricular (A,B) y supraoptico (C ,D). Obsérvese el
incremento de neuronas magnocelulares positivas en los núcleos paraventricular y supraoptico





Fig. 32. Fotomicrografias que ilustran la ausencia de células positivas para IGF-I en
adenohipófisis de ratas controles (A> en contraste con la presencia de las mismas en los




Hg. 33. Fotomicrografias que muestran los nucleos paraventricular (PV) y supraoptico (SO)
de ratas controles (C), postparto (P) y lactantes (L) inmunoteñidos para IOF-I. Abreviaturas:




Fig. 34. Fotomicrografias que muestran los lobulos neurointermedios de hipófisis de animales
controles (C), postparto (P) y lactantes (L) inmunoteñidos para IOF-I, AVP y 01. Nótese
como en los animales postparto y lactantes la inmunotinción para AVP y OT presentan una




Hg 35. Fotomicrografias de secciones histologicas de adenohipofisis de animales controles
(A), inmovilizados 15 (B) y 45 minutos (C) procesadas para inmunomarcaje de ACTH.
Obsérvese como la inmovilización provocó un aumento en el numero de celulas positivas asi
como en el de su intensidad de marcaje. El aumento de inmunoreactividad es mayor en





Fig. 36. Fotomicrografias de seciones frontales del hipotálamo de animales controles (A,C)
y deshidratados (B,D). (A,C) Unicamente algunas células magnocelulares contienen una débil
inmunoreactividad para IGF-I (flechas abiertas) en los núcleos paraventricular (A) y
supraóptico (C). Los recuadros en A,B muestran fibras nerviosas inmunoreactivas para IGF-I
en la neurohipófisis y en C ,D somas inmunopositivos para IGF-I en la corteza cerebral.
(B , D) Un gran número de neuronas intensamente positivas para IGF-I (algunas indicadas por
flechas abiertas) se pueden apreciar en los núcleos paraventricular (B) y supraóptico (D).
Comparando los recuadros en A y B, se observa un incremento en la intensidad de la
inmunotinción para IGF-I en fibras de la neurohipófisis. Los somas celulares de la corteza
cerebral de los animales deshidratados (recuadro en C) muestran la misma intensidad de
inmunomarcaje para IGF-I en que en los animales control (recuadro en D). Barras de




F¡g. 37. (A) Autorradiograma del ensayo de protección de ribonucleasas para la detección
y cuantificación del ARNm de IGF-I de hipotálamos de ratas controles y deshidratadas. (1)
Ribosonda de IGF-I marcada con ‘2P sin tratar con ARNasas. (2) Ribosonda de IGF-I
marcada con MP tratada con ARNasas. (3) Ribosonda nativa de IGF-I marcada con ‘2P sin
ningún tratamiento. (4) 33 ~igde ARN hipotalámico de ratas controles procesados para el
ensayo de protección de ribonucleasas de IGF-I. (5) 33 ¡ig de ARN hipotalámico de ratas
deshidratadas procesados para el ensayo de protección de ribonucleasas de IGF-I. (6) ARNt
de levadura procesados para el ensayo de protección de ribonucleasas de IGF-I. (7) pBR 322
marcado con ‘2P y digerido con Msp 1 (marcador de peso molecular). (B) Densitometría de
las bandas hibridadas con la ribosonda de IGF-I de hipotálamos controles y deshidratados.





Hg. 38. Fotomicrografias realizadas en campo claro (A,C) y campo oscuro (B,D) mostrando
la hibridación iii sitie para el ARNm de R-IGF-I combinada con inmunocitoquimica para la
proteina c-Fos en el núcleo supraóptico de secciones coronales procedentes de ratas control
(A,B) y ratas deshidratadas intermitentemente durante seis dias (C,D). Notesé en las figuras
de campo oscuro (B ,D) el incremento en el número de granos de plata en los animales
deshidratados. Los recuadros en las figuras B y D son ampliaciones de las áreas delimitadas
en A y C (triangulos) para observar como la señal de hibridación se localiza sobre neuronas
magnocelulares activadas osmoticamente e inmunoteñidas para c-Fos en animales control (A)




Fig. 39. (A,B) Fotomicrografias que muestran hibridación ¡ti sitie para el ARNm de R-IGF-I
combinada con inmunocitoquimica para AVP en el núcleo supraóptico de secciones coronales
de rata. Las puntas de flechas señalan células que únicamente expresan el ARNm de R-IGF-I
(granos de plata). Las flechas indican neuronas doblemente marcadas para el ARNm de R-





(A) Efecto de la administración del antisuero a-IGF-I (Ab-IGF-I) o suero normal de conejo
(NRS) sobre la concentración de AVP-IR en la neurohipófisis de animales controles y
deshidratados. Obsérvese la caida en los niveles de AVP-IR en la neurohipófisis de los
animales deshidratados con Ab-IGF-I respecto a las controles con Ab-IGF-I.
(B) Efecto de la administración de antisuero Ab-IGF-I o NRS sobre los niveles de AVP-IR
en el hipotálamo de animales controles y deshidratados.
(C) Efecto de la administración de antisuero Ab-IGF-I o RNS sobre el contenido de AVP-IR





1. DISTRIBUCION DE IGF-I Y SU RECEPTOR EN SNC ADULTO
1.1. Distribución del péptido IGF-I en SNC
La especificidad del antisuero FL-5 1089 fue verificada por diferentes técnicas. En
RIA el antisuero fue capaz de reconocer IGF-1, siendo la reacción de cruce con otros 28
péptidos (incluidos IGF-II e insulina) menor del 0.01 %. Mediante Western blot, el antisuero
reconoció IGF-I pero no IGF-II. Al incubar secciones histológicas con el antisuero FL-5 1089,
previamente preadsorbido con IGF-1170 se abolió el marcaje inmunocitoquimico obtenido sin
la preadsorción. El inmunomarcaje no presentó ninguna reacción de cruce con otros péptidos
ensayados. El antisuero FL-5 1089 incubado con secciones de órganos no nerviosos presentó
un marcaje celular que correspondía con lo descrito por otros autores. Los resultados
obtenidos utilizando otro antisuero contra IGF-I en cerebelo humano, donde encontramos la
mayor concentración del IGF-I endógeno, correspondían con los obtenidos con el antisuero
FL-5 1089. Los anteriores datos sugieren que el antisuero FL-5 1089 reconoce específicamente
IGF-I endógeno o, alternativamente, algún otro péptido no conocido análogo al IGF-I.
En el SNC de ratas adultas, que no habían estado expuestas a ningún tipo de
tratamiento, los niveles más altos de inmunoreactividad para IGF-I fueron detectados en
cerebelo. Tras administración icv de coichicina se encontró un aumento en la
inmunoreactividad para IGF-I en hipotáíamo, neocorteza e hipocampo. Las restantes áreas
del SNC en ningún caso mostraron imnunoreactividad para IGF-I. En las áreas de cerebro
humano estudiadas, observamos un intenso inmunomarcaje para IGF-l en cerebelo y con
menor intensidad en la corteza somatosensorial.
Es de destacar el hecho de que las dos áreas estudiadas en el cerebro humano
presentaran una mayor intensidad de marcaje para IOF-I que en rata, muy particularmente
el cerebelo. Esto podría deberse a que el antisuero FL-5 1089, generado contra IGF-I1.7o
humano, reconociera más fácilmente el IGF-I endógeno humano que el de rata. Sin embargo,
el alto grado de conservación en la secuencia del IGF-I maduro en las dos especies (Shimatsu
y Rotwein, 1987) hace pensar en otros posibles motivos. Estudios de Sara y col. (1986) han
demostrado la presencia de una fonna truncada de IGF-I (des(1-3)-IGF-I) en cerebro humano.
A pesar de que el antisuero fue generado contra la molécula completa (IOF-I1-7o), no podemos
descartar la posibilidad de que, de algún modo, nuestro antisuero reconozca mejor la forma
truncada. Por último, las diferencias encontradas en las diferentes especies podría deberse
a que el cerebro humano exprese mayores concentraciones de IGF-I endógeno que el de rata.
Esta última posibilidad sugeriría que en SNC humano, IGF-I podría jugar un importante
papel es su normal funcionamiento.
95
Discusión
Trabajos anteriores han demostrado la presencia de IGF-I en SNC de mamíferos (Sara
y col., 1982; Sara y col., 1986; Yamaguchi y col., 1990). Mediante la aplicación de técnicas
inmunocitoquimicas, se ha descrito la localización celular de IGF-I en cerebro de rata adulta.
Algunos autores han encontrado una amplia distribución de células inmunoreactivas en
situación basal (Noguchi y col., 1987) o tras la administración de colchicina (García-Segura
y col., 1991). Por el contrario, otros únicamente han localizado inmunoreactividad para IGF-
1 restrigida a las células de Purkinje del cerebelo y motoneuronas, incluso tras la
administracion de colchicina (Hansson y col., 1988b). En nuestros resultados, tan sólo
encontramos positividad para IGF-I en células de Purkiiije del cerebelo y muy débilmente en
hipotálamo y corteza cerebral, así como en hipocampo después de tratar los animales con
colchicina. Aunque no existe una explicación conocida para las diferencias encontradas por
los distintos autores, las diferencias en los antisueros y protocolos empleados podrían
contribuir a la heterogeneidad de los resultados.
Como han mostrado Rotwein y col. (1988), cuando se analiza la expresión de IGF-I
en SNC adulto por el ensayo de protección de ribonucleasas, se encuentra una amplia
distribución del ARNm de IGF-I. Sin embargo, mediante la aplicación de técnicas de
hibridación iii sitie, la expresión del gen de IGF-I en SNC adulto parece ser muy baja y
restringida a áreas concretas (Werther y col., 1990; Bondy, 1991), entre las cuales se
incluyen el bulbo olfativo, la corteza piriforme y el cerebelo. Nuestros resultados en la
localización del ARNm de IGF-I mediante hibridación ¡ti sitie fueron similares a los
publicados por Bondy (1991). La consistente localización de inmunoreactividad para IGF-I
en células de Purkinje del cerebelo presentada en esta tésis está en buen acuerdo con los
estudios de expresión del gen de IGF-I. Sin embargo, en zonas donde la expresión del
ARNm de IGF-I esta bien establecida, como es el bulbo olfativo o la corteza piriforme
(Werther y col., 1990; Bondy, 1991), nosotros en ningún caso encontramos
inmunoreactividad para IGF-I. Esta ausencia de inmunoreactividad para IGF-I en áreas donde
se encuentran altos niveles de su ARNm podría estar en relación con el concepto de que IGF-
1 no es almacenado intracelularmente y está sometido a una liberación constitutiva
(Daughaday y Rotwein, 1989). La presencia de inmunoreactividad para IGF-I únicamente en
algunas de las áreas donde se ha demostrado la existencia de su ARNm sugiere la existencia
de mecanismos postranscripcionales diferenciales en distintas áreas del SNC. Por otro lado,
encontramos inmunoreactividad para IGF-I en hipotálamo y en corteza cerebral, sin poder
demostrar la presencia de los tránscritos correspondientes mediante hibridación ¡ti sitie. En
estas áreas del SNC, a pesar de que se ha demostrado la presencia del ARNm de IGF-I por
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el ensayo de protección de ribonucleasas (Rotwein y col., 1988; Bach y col., 1991), otros
autores tampoco han sido capaces de detectar estos tránscritos por hibridación ¡ti sitie
(Werther, 1990; Bondy 1991). Estas diferencias en la detección de expresion del ARNm de
IGF-I empleando el ensayo de protección de ribonucleasas o técnicas de hibridación ¡ti sitie,
han sido planteadas por otros autores (Bach y col., 1991) y probablemente reflejen
diferencias intrínsecas a las técnicas en si, donde la sensibilidad de cada una de ellas podría
jugar un importante papel.
Localización de IGF-I en cerebelo
Es bien aceptado que el cerebelo es una de las áreas del SNC con mayor expresión
de IGF-I, tanto durante el desarrollo como en el adulto (Andersson y col., 1988; Bondy,
1991; García-Segura y col., 1991; Hansson y col., 1988b; Lee y col., 1992b; Rotwein y
col., 1988; Yamaguchi y col., 1990; Binoux y col., 1981; Sara y col., 1982; Werther y col.,
1990; Bartlett y col., 1991a,b). La aplicación de técnicas histoquimicas y de lesiones
experimentales han permitido postular dos posibles orígenes de IGF-I en cerebelo de rata
adulta. Por un lado, se ha sugerido un origen intrínseco de IGF-I, concretamente por las
células de Purlcinje (Andersson y col., 1988; Bondy, 1991; Hansson y col., 1988b; Lee y
col., 1992b; Bartlett y col., 1991a). Por otro lado, la oliva inferior ha sido propuesta como
un posible origen de IGF-I-IR en el cerebelo (Torres-Aleman y col., 1991; Nieto-Bona y
col., 1993). Nuestros resultados (Aguado y col., 1992a) demuestran la presencia tanto del
péptido IGF-I como la de su ARNm en células de Purkinje de la rata, estando en buen
acuerdo con estudios anteriores (Andersson y col., 1988; Bondy, 1991; Hansson y col.,
1 988b). Ocasionalmente, también encontramos algunas células de Golgi en la capa de los
granos muy débilmente inmunoteñidas para IGF-I. Debido a que no encontramos ARNm de
IGF-I en células de Golgi, el inmunomarcaje podría significar captación del péptido
sintetizado por las células de Purkinje o bien una limitación técnica para detectarlo. Estos
resultados, junto con el análisis ultraestructural realizado, donde observamos que la
inmunoreactividad para IGF-I estaba asociada principalmente al lumen de cisternas del
retículo endoplásmico rugoso de las células de Purkinje, claramente indican que las células
de Purkinje son capaces de sintetizar IGF-I. La localización subcelular de IGF-I-IR en la
membrana nuclear de las células de Purkinje observada en este estudio podría representar
inmunomarcaje de cisternas del retículo endoplásmatico rugoso en continuidad con la
membrana nuclear. Por último, y debido a que las células de Purkinje expresan receptores
para IGF-I, la presencia de lisosomas (cuerpos multivesiculares) inmunoreactivos para IGF-I
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en las células de Purkinje podrían indicar internalización de complejos péptido-receptor,
sugiriendo que IGF-I podría actuar de una manera autocrina o paracrina sobre las mismas
células que sintetizan el péptido. Todo lo anterior nos permite sugerir que, en la rata, las
células de Purkinje probablemente sean el origen del IGF-1 presente en el cerebelo, aunque
no descartamos la posibilidad de que la oliva inferior sintetice parte del IGF-I cerebeloso,
tal como han apuntado otros autores (Torres-Aleman y col., 1991; Nieto-Bona y col., 1993).
Además de estudiar la presencia de IGF-I en cerebelo de rata, también lo hicimos en
humanos (Aguado y col., 1994). Tras seguir los mismos protocolos inmunocitoquimicos,
observamos que el patrón general de inmunotinción en cerebelos humanos fue semejante al
encontrado en la rata. Sin embargo, en los cerebelos humanos no se detectaron células de
Golgi positivas para IGF-I y las células de Purkinje exhibían un precipitado de
inmunoreacción más intenso que las de las ratas. Como discutimos anteriormente, estas
diferencias podrían reflejar diferencias interespecies. En relación con el intenso
inmunomarcaje detectado en las células de Purkinje de humanos, Sandberg y col. (1988)
encontraron que el cerebelo era una de las áreas del cerebro humano con mayores cantidades
de ARNm de IGF-l. Teniendo en cuenta este último dato, así como los resultados de
hibridación ¡ti sitie y de microscopia electrónica obtenidos en cerebelo de rata, es probable
que el péptido inmunoreactivo localizado en las células de Purkinje de humanos represente
IGF-I sintetizado por la propia célula e internalización de complejos péptido-receptor.
La localización del péptido inmunoreactivo en los axones y posibles colaterales
recurrentes de las células de Purkinje podría corresponder a IGF-I sintetizado de novo y
transportado anterogradamente para ejercer su acción a lo largo del axon y/o en el terminal
nervioso. Otros autores han sugerido un posible transporte anterogrado de IGF-I en otros
tipos neuronales (Hansson y col., 1987; Nieto-Bona y col., 1993). Posibles terminales
inmunoreactivos y axones varicosos cercanos a las células de Purkinje podrían reflejar una
participación de IGF-I en conexiones sinápticas establecidas por colaterales recurrentes de
los axones de las propias células de Purkinje. A pesar de que no hay evidencia de un
transporte retrogrado de complejos IGF-I-receptores en células de Purkinje, la posibilidad de
que el producto de reacción en los axones de las células de Purkinje puedan representar
complejos péptido-receptor viajando desde los terminales en estructuras dianas hacia el
cuerpo célular no puede ser descartada. Debido a que la capa molecular del cerebelo, lugar
donde se disponen las dendritas de las células de Purkinje, presenta la mayor densidad de
sitios de unión para IGF-I en cerebelo (Lesniak y col., 1988), la presencia de
inmunoreactividad para IGF-I en dendritas de células de Purkinje podría significar
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internalización de complejos péptido-receptor, aunque también cabe la posibilidad de que se
trate de IGF-I sintetizado de novo.
Mediante el uso de moléculas marcadoras de células específicas se han demostrado
subpoblaciones de las células de Purkinje que reflejan una diversisdad bioquímica de estas
células (Sotelo y Wassef, 1991). Mientras que calbindina es un excelente marcador de todas
las células de Purkinje (Scotti y Nitsch, 1992), LNGFR define subpoblaciones de estas
células (floro y Cuello, 1990). Los presentes resultados muestran que algunas células,
inmunoreactivas para calbindina, no expresaban inmunoreactividad para IGF-I, así como que
IGF-I y LNGFR colocalizaban en ciertas subpoblaciones de células de Purkinje. Así pues,
parece probable que IGF-I sea expresado en subpoblaciones de células de Purkinje. La
colocalización entre IGF-I y el NGFR podría estar en relación con el hecho de que los IGFs
pueden potenciar la acción del NGF por inducción del receptor (Recio-Pinto y col., 1984;
Recio-Pinto y col., 1986) y cooperar con NGF en la formación de neuritas (Mill y col.,
1985; Ang y col., 1993; Fródin y Gamineltoft, 1994). Estudios anteriores han mostrado que
subpoblaciones de células de Purkinje, dramáticamente, incrementa la expresión
inmunocitoquimica de LNGFR en respuesta a lesiones en el cerebelo adulto (Martínez-
Murillo y col., 1993), sugiriendo una posible significación funcional de la
compartimentalización del cortexcerebeloso en el adulto. La coexpresión de IGF-I e LNGFR
quizás sea requerida para la plasticidad del cerebelo o para el mantenimiento del normal
funcionamiento de las células de Purkinje. En rata, se ha demostrado que IGF-I actua como
factor de crecimiento en cultivos de células fetales de Purkinje (Torres-Alemán y col., 1992),
mientras que en el adulto parece ejercer un papel neuromodulador en la transmisión
glutamatérgica (Castro-Alamancos y Torres-Alemán, 1993). La abundante inmunoreactividad
para IGF-I encontrada en cerebelos humanos junto con los posibles papeles funcionales del
péptido en modelos experimentales sugieren una importante participación de este factor en
la fisiología del cerebelo humano.
Localización de IGF-I en hipotílamo
Tras el procesamiento inmunocitoquimico de secciones histológicas de la rata adulta,
se observaron neuronas inmunoreactivas para IGF-I en el SHN. Los núcleos paraventricular,
supraóptico y accesorios hipotálamicos contenían neuronas y estructuras similares a
terminales inmunoreactivas para IGF-I. Además, se localizaron fibras varicosas positivas para
IGF-I dentro del hipotálamo basal lateral y medial, así como en el lóbulo posterior de la
hipófisis (Aguado y col., 1 992b). Los estudios de colocalización mostraron que la
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inmunoreactividad para IGF-I principalmente se localizaba en neuronas oxitocinérgicas. A
nivel ultraestructural encontramos que la inmunoreactividad para IGF-I estaba asociada
principalmente con cisternas del aparato de Golgi y, en ciertos casos, con cisternas del
retículo endoplásmico rugoso y granulos de secreción. Otras especies de roedores y primates
también presentaron neuronas magnocelulares positivas para IGF-I, lo cual refleja la
especificidad de los resultados obtenidos, así como la conservación de IGF-I en la filogenia.
Los resultados de este estudio, en parte, se correlacionan con el estudio de García-
Segura y col. (1991) donde se describe inmunoreactividad para IGF-I en neuronas de los
núcleos supraóptico y paraventricular en rata adultas tratadas con colchicina. Sin embargo,
a diferencia del citado trabajo, nosotros, en ninguna ocasión, encontramos inmunoreactividad
para IGF-I en las células ependimarias, neuronas del núcleo arcuato, área dorsal hipotalámica
o en el complejo mamilar. Por el contrario, hallamos inmunopositividad en los núcleos
accesorios magnocelulares así como en fibras del tracto hipotalámico -neurohipofisial.
Probablemente la razón de estas diferencias este relacionada con las técnicas empleadas.
Nuestros resultados estan en buen acuerdo con trabajos anteriores donde se muestra
que IGF-I y su ARNm se hallan en concentraciones altas en el hipotálamo adulto (Binoux y
col., 1981; Yamaguchi y col., 1990; Sara y col., 1982; Bach y col., 1991; Rotwein y col.,
1988) y nos permiten sugerir una posible síntesis y transporte de IGWI desde los somas
magnocelulares hasta el lóbulo posterior de la hipófisis. Dicha hipótesis es apoyada por
varios razonamientos. i) Tras la administración de colchicina, se originó un notable
incremento en la inmunoreactividad para IGF-I en los somas neuronales, sin observarse
cambios en su distribución. Esto sugiere que el incremento de inmunoreactividad para IGF-I
en los somas es debido a un bloqueo del transpone anterógrado, ya que esta bien establecido
que la colchicina bloquea eficazmente el transporte axonal en el SHN (Norstróm y Hansson,
1973; Norstróm y col., 1971; Dasheiff y Ramirez, 1985). u) Binoux y col. (1981) mostraron
que explantes de hipotálamos mantenidos in vitro, tras su incubación con inhibidores de la
síntesis de proteínas (cicloheximida), reducían drámaticamente su liberación deIGFs al medio
de cultivo, mientras que la liberación de IGFs al medio de cultivo de explantes de lóbulos
neurointermedios hipofisarios tratados con cicloheximida apenas fue afectada. Esto parece
indicar una capacidad de síntesis de dichos péptidos principalmente en el hipotálamo. iii) La
inmunoreactividad para IGF-I se localizó subcelularmente en los orgánulos que participan en
la síntesis y liberación de proteínas secretables. La localización de la inmunoreactividad para
IGF-I en cisternas del retículo rugoso apunta a una posible síntesis del péptido en estas
neuronas, mientras que su localización en el aparato de Golgi y gránulos de secreción
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indicarían su naturaleza secretora. A pesar de que ha sido propuesto que IGF-I no es
almacenado intracélularmente y está sometido a una liberación constitutiva (Daughaday y
Rotwein, 1989), nuestros resultados obtenidos en ratas tratadas con colchicina muestran,
aunque en pocos casos, inmunoreactividad en gránulos de secreción, probablemente la
administración de la coichicina participe en la visualización de los gránulos de secreción
positivos para IGF-I. Otros autores, estudiando la localización de péptidos relacionados con
la insulina en diferentes tipos neuronales, han mostrado resultados ultraestructurales similares
a los nuestros (Schechter y col., 1994; Sonetti y col., 1992). Por otra parte, a pesar que el
hipotálamo contiene cantidades detectables del ARNm de IGF-I (Bach y col., 1991; Rotwein
y col., 1988), ni nosotros, ni otros autores (Werther y col., 1990; Bondy, 1991) hemos
podido detectar su localización mediante técnicas de hibridación ¡ti sitie. Como se discutió
anteriormente, probablemente sea por motivos relacionados con las técnicas en sí. La
localización celular y ultraestructural de la inmunoreactividad para IGF-I junto con la
presencia del ARNm de IGF-I en áreas hipotalámicas apuntan hacia una probable síntesis de
IGF-I en el SHN. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que IGF-I sea
sintetizado en otras áreas hipotalámicas e internalizado por las neuronas magnocelulares. En
relación con esto último, Bach y Bondy (1992) han demostrado mediante técnicas de
hibridación in sitie que la neurohipófisis, probablemente los pituicitos, contienen ARNm de
IGF-1, de este modo cabe la posibilidad de que el IGF-I encontrado en las neuronas
magnocelulares se origine en el lóbulo posterior de la hipófisis, sea captado por terminales
nerviosos de las neuronas magnocelulares y transportado retrógradamente hasta los somas,
aunque esta posibilidad quedaría por demostrar.
El IGF-I ha sido propuesto como neuromodulador de la liberación de otros péptidos
hipotalámicos, como son SOM y LHRH (Berelowitz y col., 1981; Hiney y col., 1991;
Tannenbaum y col., 1983; Kanematsu y col., 1991). El hecho de encontrar fibras nerviosas
inniunoreactivas y posibles terminales en los núcleos periventricular, paraventricular,
comisural anterior y arcuato asi como en el hipotálamo lateral y mediobasal, áreas donde se
ha demostrado sitios de unión para IGF-I (Matsuo y col., 1989; Lesniak y col., 1988;
Goodyer y col., 1984) sugiere que el IGF-I hipotalámico pudiera modular la liberación de
péptidos y neurotransmisores en estas regiones. Más concretamente, la detección de fibras
y posibles terminales con IGF-I-IR en el núcleo periventricular, área donde se localizan las
neuronas somatostatinérgicas, pudiera apoyar el control neuromodulador de la actividad de
estas neuronas por el IGF-I propuesto con anterioridad (Berelowitz y col., 1981;
Tannenbaum y col., 1983). La posibilidad de que estos putativos terminales inmunoreactivos
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pudieran representar secciones de fibras en passage y no terminales también ha de ser
considerada. La hipótesis de que algunos factores tróficos pueden ser liberados por dendritas
y somas neuronales (Korsching, 1993) junto con el hecho de que péptidos sintetizados en
neuronas magnocelulares pueden ser liberados por sus dendritas (Mons y col., 1993),
plantea una posible liberación de IGF-I desde las dendritas de las neuronas magnocelulares
para ejercer una acción local sobre la actividad de neuronas cercanas. Además del conocido
papel neuromodulador de IGF-I en el hipotálamo y teniendo en cuenta que IGF-I actua como
factor trófico en cultivos fetales de hipotálamos (Torres-Alemán y col., 1990a), no podemos
descartar una posible acción trófica de este péptido en el hipotálamo adulto, el cual posee una
importante capacidad plástica (meodosis y Poulain, 1993).
Más conocidas son las acciones moduladoras que IGF-I ejerce sobre las hormonas
adenohipofisarias (Berelowitz y col., 1981; Yamashita y Melmed, 1986; Ceda y col. ,1987;
Hiney y col., 1991; Silverman y col., 1989; Tannenbaum y col., 1983; Kanematsu y col.,
1991; Lara y col., 1994). Es bien conocido que las neuronas parvocelulares hipotalámicas
proyectan a los capilares portales en la zeEM, donde liberan sus neurohormonas a la sangre.
Estas neurohormonas son transportadas por el sistema porta a la hipófisis anterior, donde
regulan la liberación de hormonas adenohipofisarias (Page, 1988). En el presente estudio
encontramos algunas fibras varicosas con inmunoreactividad para IGF-I cursando por la
zeEM, aunque la mayoría fueron localizadas en la ziEM, correspondiendo a los axones de
las neuronas magnocelulares. Estas fibras positivas para IGF-I en la zeEM sugieren una
posible liberación de IGF-I al sistema porta hipofisario, que podría alcanzar la adenohipófisis
y así regular la liberación de hormonas adenobipofisarias descrita por otros autores
(Berelowitz y col., 1981; Yamashita y Melmed, 1986; Ceda y col., 1987; Silverman y col.,
1989; Tannenbaum y col., 1983). En cuanto al origen de estas fibras nerviosas
inmunomarcadas de la zeEM, cabe la posibilidad de que provengan de neuronas
magnocelulares, ya que ha sido demostrado que ciertas neuronas hipotalámicas
magnocelulares proyectan a la zeEM (Hoffman y col., 1986). Además, es conocido que las
neuronas magnocelulares contribuyen a la regulación de la secreción de hormonas
adenohipofisarias mediante la liberación de neurohormonas en la ziEM. En base a esto, es
también posible que en respuesta a un estímulo, el IGF-I contenido en fibras localizadas en
la ziEM pueda ser liberado, quizás preferencialmente desde los cuerpos de Herring, para
alcanzar de una modo paracrino dianas concretas en la EM. Un proceso análogo ha sido
descrito para otros péptidos hipotalámicos (Holmes y col., 1986; Buma y Nieuwenhuys,
1988). También es posible que el IGF-I liberado en la ziEM pudiera alcanzar la circulación
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portal hipofisaria a través de la extensa red de capilares portales fenestrados (Bergland y
Page, 1979). Finalmente, IGF-I podría alcanzar el lóbulo anterior a través de los vasos cortos
portales (Poner y col., 1973; Oliver y col., 1977). En resumen, es posible que el IGF-I
localizado en el SHN pudiera, al menos en parte, participar en la regulación de las hormonas
adenohipofisarias. Sin embargo, no podemos olvidar que el IGF-I sintetizado localmente en
la hipófisis (Bach y Bondy, 1992), así como el IGF-I circulante tienen un papel fundamental
en la regulación de estas hormonas adenohipofisarias.
Hasta el momento actual, toda la atención respecto al posible control que IGF-I pueda
ejercer sobre hormonas hipofisarias ha sido centrada en las hormonas adenohipofisarias, sin
haber sido propuesto ninguna acción posible sobre las neurohormonas AVP y OT. La
localización de la inmunoreactividad para IGF-I en el SHN, sugiere algúntipo de interacción
de IGF-I con dicho sistema.
Localización de IGF-I en neocorteza
El análisis inmunocitoquimico en secciones de corteza cerebral de rata mostró que la
inmunoreactividad para IGF-I se localizaba en los citoplasmas de neuronas neocorticales y
algunas de sus prolongaciones, incrementándose esta inmunoreactividad tras la administración
de colchicina. A nivel ultraestructural, el inmunomarcaje únicamente se detecto en el aparato
de Golgi. En humanos, la inmunoreactividad se localizó principalmente en fibras nerviosas
y muy ocasionalmente en neuronas. Las diferencias encontradas entre las dos especies
podrían significar, como hemos comentado con anterioridad, características propias de cada
especie.
La presencia de imnunoreactividad para IGF-1 en corteza cerebral esta de acuerdo con
estudios bioquímicos anteriores (Binoux y col., 1981; Yamaguchi y col., 1990; Sara y col.,
1982). Referente a los trabajos morfológicos publicados, los primeros autores que
describieron la distibución de la inmunoreactividad para IGF-I en SNC de rata no
encontraron inmunomarcaje en la corteza cerebral (Noguchi y col., 1988; Hansson y col.,
1988b). Más tarde, García-Segura y col. (1991) describen una amplia distribución del péptido
en la corteza cerebral de ratas tratadas con colchicina, encontrando inmunoreacción para IGF-
1 en los núcleos célulares. Nuestros resultados muestran la presencia de muy pocas neuronas,
débilmente inmunoteñidas para IGF-I, en la neocorteza de ratas tratadas con colchicina. El
hecho de encontrar niveles tan bajos de inmunoreactividad podría explicar el porqué otros
autores no la hayan detectado. Sin embargo, las diferencias entre los resultados obtenidos por
García-Segura y col. (1991) y los nuestros tan solo pueden ser argumentados con
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2. REGULACION DE IGF-I Y R-IGF-1 EN EL SHN
2.1. Regulación de IGF-I en situaciones de disminución de la secreción de Gil
2.1.1. Envejecimiento
Nuestros resultados demuestranque la intensidad y distribución del marcaje para IGF-
1 fue notablemente modificado en la EM de los animales envejecidos respecto a los adultos
jóvenes. Las ratas envejecidas presentaban fibras intensamente inmunoreactivas con grandes
dilataciones en la ziEM, incluso penetrando en el tercer ventrículo. Tal y como se discutió
anteriormente, el IGF-I-IR localizado en la ziEM podría alcanzar la adenohipófisis para así
ejercer su acción sobre las hormonas hipofisarias. El aumento de IGF-I-IR en la EM de los
animales envejecidos podría reflejar un incremento de su síntesis, pudiendo contribuir a la
disminución de GH durante el envejecimiento. Sin embargo, este incremento de
inmunoreactividad también podría significar una disminución del transporte y liberación de
IGF-I de las neuronas magnocelulares, de hecho, en roedores se ha descrito una reducción
en la velocidad del transporte axonal del SHN durante el envejecimiento (Fotheringham y
col., 1991). El análisis de las concentraciones del ARNm de IGF-I en el hipotálamo durante
el envejecimiento clarificaría el nivel de su síntesis en dichas edades. La presencia de fibras
inmunoreactivas en proximidad al tercer ventrículo sugiere una liberación de IGF-I al LCR,
como ha sido propuesto para las hormonas neurohipófisarias y factores de liberación
hipotalámicos (Dogterom y col., 1977; Kee y Wood, 1987). Sería interesante evaluar los
niveles de IGF-I-IR en el LCR en individuos envejecidos, ya que normalmente las
concentraciones del mismo son muy bajas, predominando las de IGF-II sobre las de IGF-I
(Haselbacher y Humbel, 1985).
Por otra parte, es conocido que la actividad del SHN en el envejecimiento es alterada.
En humanos, parece bien establecido que las neuronas vasopresinérgicas a partir de los 60
años de edad experimentan cambios plásticos encaminados a una mayor actividad
neuroendocrina, sin observarse alteraciones en las neuronas oxitocinérgicas (Dorsa y
Willcinson, 1988; Fliers y Swaab, 1986). Sin embargo, en la rata la actividad del SHN
durante el envejecimiento es discutida. Durante la vejez, existen estudios que apuntan hacia
una hiperactividad de este sistema (Silvernian y Sladelc, 1991; Watt, 1970; Fliers y Swaab,
1983; Kirkland y col., 1984; Robertson y Rower, 1980), otros hacia una hipofuncionalidad
(Watkins y Choy, 1980; Dorsa y Bottemiller, 1982, Sladek y col., 1981; Miller, 1985;
Sladek y col., 1981; Zbuzek y Wu, 1982; Rodeck y col., 1960) y los menos no encuentran
diferencias (Dorsa y Wilkinson, 1988). Lo que si parece bien establecido en la rata es una
disminución de la respuesta renal a los efectos antidiuréticos de AVP con el envejecimiento
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(Dorsa y Wilkinson, 1988). El hecho de que durante el envejecimiento el SUN experimente
alteraciones en la actividad de las neuronas magnocelulares junto a las modificaciones
encontradas en la inmunoreactividad para IGF-I en estas edades hace pensar en alguna
posible relación de este péptido y las honnonas neurohipofisarias.
2.1.2. Diabetes inducida por estreptozotocina
Tras seis semanas de la administración de STZ los animales tratados con STZ
contenian un mayor número de células positivas para IGF-I en el SHN y en la adenohipófisis.
En el hipotálamo, nuestros resultados muestran un incremento de la inmunoreactividad para
IGF-I durante la diabetes. Sin embargo, estudios anteriores en hipotálamos de ratas diabéticas
mediante RIA encontraron una disminución en el contenido de IGF-I-IR (Olchovsky y col.
1990). Diferencias en la dosis de STZ administrada, el tiempo de supervivencia de los
animales o las técnicas aplicadas podrían intervenir en las discrepancias encontradas.
Experimentos en los que se analizaran en paralelo los niveles de IGF-I por RIA e
inmunocitoquimica podrían ayudar a clarificar estas diferencias. Aunque durante la diabetes,
la mayoría de los tejidos disminuyen la síntesis de IGF-I, estudios de nuestro laboratorio han
mostrado una ausencia de cambios en la expresión del ARNm de IGF-I en el hipotálamo de
ratas diabéticas respecto a animales controles (resultados no publicados). El incremento del
IGF-I hipotalámico encontrado inmunocitoquimicamente podría deberse a un déficit del
transporte axonal anterógrado como consecuencia de la neuropatia diabética (Tomlinson y
Mayer, 1984). Esto último parece poco probable ya que registros electrofisiológicos de
neuronas magnocelulares hipotalámicas de animales diabéticos indican un incremento en la
tasa de descarga espontanea (Akaishi y Homma, 1992). Por otro lado, y al igual que
nosotros, Olchovsky y col. (1991) también encontraron un incremento de IGF-I-IR en
adenohipófisis de animales diabéticos, sin que observaran cambios en la expresión de su
ARNm. Además resultados de nuestro laboratorio indican una disminución en la acumulación
del ARNm del IGF-I hipofisario en la diabetes (datos no publicados). Los cambios detectados
en la inmunoreactividad para IGF-I en hipotálamo y adenohipófisis de ratas diabéticas
acompañados de la ausencia o descenso de la concentración de sus ARNm sugieren una
regulación de IGF-I a nivel de la traducción, del procesamiento postranscripcional, de la
degradación o secreción del péptido. Una intervención de las IGFBPs, como secuestradoras
de la inmunoreactividad para IGF-I, tampoco podría descartarse. Experimentos en los que
se revertiera de la diabetes con la administración exógena de insulina ayudarían a confirmar
el papel de la insulina la regulación de IGF-I-IR. El incremento de inmunoreactividad para
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IGF-I en el hipotálamo y adenohipófisis de los animales diabéticos podría contribuir a la
disminución de la secreción de OH observada en la diabetes, a través de una acción
neuroendocrina (desde el hipotálamo) o local paracrina-autocrina (en la adenohipófisis).
En el patrón de inmunoreactividad para SOM hipotalámica no se alteró en los
animales diabéticos, de acuerdo con trabajos previos en los que no hallaron diferencias ni en
los niveles y distribución de SOM-IR (Patel y Bankier, 1978; Plotsky, 1991; Williams y col.,
1988) ni en las concentraciones de su ARNm (Papachiristou y col., 1989). Estos resultados
sugieren que SOM no jugaría un papel importante en la supresión de GH durante la diabetes.
Sin embargo, en animales diabéticos se han descrito alteraciones en la liberación del péptido
en el hipotálamo (Joanny y col., 1992), en el número de sus receptores adenohipofisarios
(Olchvsky y col., 1990) y en la concentración del péptido-IR en el sistema portaí hipofisario
(Plotslcy, 1991), además de un aumento de SOM-IR circulante (Patel y col., 1980;
Tannenbaum, 1981) y de la expresión de su ARNm en el tracto gastrointestinal
(Papachiristou y col., 1989). De este modo, parece que uno de los factores que pueden
contribuir a la supresión de la OH en el modelo de diabetes originada por STZ seria el
aumento de expresión de SOM periférica.
Respecto al GRF, ni los presentes resultados ni trabajos anteriores muestran cambios
en los niveles del ORE-IR hipotalámico asociados a la diabetes (Plotsky, 1991; Olchovsky
y col., 1990). Sin embargo, sí que se ha descrito una reducción en la concentración del
ARNm del ORE hipotalámico de los animales diabéticos (Olchovsky y col., 1990), así como
de GRF-IR en el sistema portaí hipofisario (Plotsky, 1991). A pesar de no haber encontrado
diferencias en el patrón de inmunoreactividad hipotalámica de ORE, los resultados de otros
autores parecen indicar que GRF podría jugar contribuir a la disminución de la secreción de
la GH hipofisaria.
La galanina, no mostró diferencias ni en intensidad ni en distribución del
inmunomarcaje en la EM de las ratas diabéticas, comparado con las controles. Williams y
col. (1988) encontraron diferencias cualitativas de distribución de galanina-IR en el núcleo
supraóptico de animales diabéticos, sin observar cambios de galanina-IR por RItA. Dichas
diferencias podrian de algún modo colaborar en la reducción de OH de ratas diabéticas.
Todos estos datos, parecen indicar que la disminución de los niveles de la OH en ratas
diabéticas, más que estar influenciada por un solo factor regulador, probablemente lo esté
por la acción coordinada de todos los péptidos anteriormente comentados, e incluso por otros
reguladores de OH, como es el neuropéptido Y, cuya expresión hipotalámica se haya
notablemente incrementada durante la diabétes inducida por SIZ (McDonald y col., 1985;
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Williams y col., 1988; Williams y col., 1989). También es importante destacar que para
tener un conocimiento real de la situación fisiológica de los somatotropos durante la diabetes
sería necesario, no solo analizar los niveles de los factores reguladores de OH (péptidos-IR
y sus ARNm), sino también la respuesta de las células productoras de OH hacia estos
péptidos, así como la interrelación entre dichos factores reguladores.
Además de las modificaciones descritas en la diabetes para OH y sus factores de
liberación hipotalámicos, el SHN experimenta importantes alteraciones morfológicas y
bioquímicas que indican un incremento de su actividad, principalmente de las neuronas
vasopresinérgicas (Loesch y col., 1988; Lincoln y col., 1989; Fernstrom y col., 1990;
Vanitallie y Fernstrom., 1982; Brooks y col., 1989; Thompson y col., 1989). Los
mecanismos por los cuales se incrementa AVP en la diabetes han sido relacionados con un
incremento de la osmolaridad del plasma observado en estos animales (Brooks y col., 1989).
Se piensa que el aumento de la concentración de glucosa en sangre sería el responsable de
la hiperosmolaridad capaz de estimular la secreción de AVP (Thompsony col., 1989; Brooks
y col., 1989). Además, existe una interelación entre las neurohormonas AVP y OT y los
niveles de glucosa en sangre (Altszuler y Hampshire, 1981; Hems y col., 1975; Chiodera
y col., 1992). Las modificaciones observadas en la imnunoreactividad para IGF-I en ratas
diabéticas junto a la activación del SHN en estos animales, una vez más sugiere una posible
relación entre IOF-I y la actividad del SHN.
2.2. Regulación de IGF-I durante activación del SHN
2.2.1. Preñez a término y lactancia
En la gestación a término hay una estimulación de la síntesis y secreción de OT (Van
Tol y col. ,1988; Caldwell y col., 1987; Higuchi y col., 1986), la cual induce la contracción
del útero durante el parto (Crowley y Armstrong, 1992). Posteriormente, durante la lactancia
se produce de nuevo un incremento en la síntesis y liberación de OT (Van Tol y col., 1988;
Caldwell y col., 1987; Higuchi y col., 1986) para actuar sobre las células mioepiteliales de
las gladulas mamarias favoreciendo la salida de la leche (Crowley y Armstrong, 1992). Los
mecanismos que regulan la expresión de OT y AVP en el SHN no son bien conocidos,
aunque la estimulación durante lactancia ha sido mas estudiada.
La estimulación mecánica de las fibras sensitivas de la mama durante la lactancia
producen la activación de las neuronas oxitocinérgicas hipotalámicas (Wakerley y col., 1988),
siendo probablemente este estímulo el principal responsable del aumento en la síntesis y
liberación de OT descrito durante la lactancia (Van Tol y col., 1988; Spinoío y Crowley,
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1993; Wakerley y col., 1988). En oposición a lo anterior, recientemente ha sido propuesto
que durante los primeros dias de lactancia se produce una disminución en la expresión de
OT, probablemente relacionada con los niveles de esteroides, donde la estimulación mecánica
de la lactancia no jugaria un papel predominante en la regulación de la expresión de las
neurohormonas (Crowley y col., 1993).
Menos conocidos son los estímulos que desencadenan la hiperactividad de SHN en
la gestación a término. En ciertos casos existe una correlación entre la expresión de OT con
los niveles circulantes de estrógenos, proponiéndose que estos últimos podrían estar
implicados en la estimulación de la transcripción del gen de OT (Crowley y col., 1993;
Jirikowski y col., 1988).
En paralelo a la activación del sistema oxitocinérgico durante la gestación a término
y la lactancia, también se produce un incremento de la expresión de AVP (Van Tol y col.,
1988; Caldwell y col., 1987; Crowley y col., 1993; Zingg y Lefebvre, 1988), sin existir
activación eléctrica de las neuronas vasopresinérgicas o aumento en su liberación (Wakerley
y col., 1988; Poulain y Wakerley, 1982). El papel que AVP podría jugar en el parto y en
la lactancia, únicamente es hipotetizable (Zingg y Lefebvre, 1988; Caldwell y col., 1987).
Esta bien establecido que la hiperosmolaridad origina la activación de ambas poblaciones
magnocelulares (Renaud y Bourque, 1991; Hantton, 1990), sin embargo durante la gestación
y la lactancia la osmolaridad plasmática permanece constante o incluso disminuida en los
animales gestantes, sin que este descenso de osmolaridad produzca inhibición del SHN
(Koehler y col., 1993).
En nuestros experimentos, el marcaje inmunocitoquimico para IGF-I en el SHN de
animales gestantes a término y sometidos a lactancia no mostraba diferencias respecto a los
controles. En consonancia con los resultados inmunocitoquimicos, datos no publicados de
nuestro laboratorio han mostrado una ausencia de variaciones en los niveles del ARNm de
IOF-I y del IOF-I radioinmunoensayable hipotalámicosen dichas situaciones fisiológicas. Por
otro lado, se observó una disminución del inmunomarcaje para AVP y OT el las
neurohipófisis de los animales gestantes a término y lactantes comparados con los controles,
como otros autores han descrito (Van Tol y col., 1988; Crowley y col., 1993). Estos
resultados hacen pensar que los estímulos que activan la síntesis y liberación de OT durante
la gestación y la lactancia no modifican la expresión de IGF-I-IR en el SHN. Por otra parte,
como se expuso anteriormente, en ratas gestantes a término y sometidas a lactancia se
incrementan los niveles de estrógenos (Crowley y col., 1993). En base a la regulación de la
expresión de IOF-I por estrógenos en varios tejidos descrita por otros autores (Murphy y
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Ohahary, 1990; Huff y col., 1988; Michels y col., 1993; Dueñas y col., 1993), se podría
esperar un incremento de la inmunoreactividad para IOF-I en el SHN durante la gestación
y la lactancia. En consonancia con nuestros resultados Michaels y col. (1993) describen
importantes cambios en el sistema IGF-1 (IOF-I, su receptores e IOFBPs) en la adenohipófisis
inducidos por estrógenos, sin encontar cambios en la neurohipófisis.
2.2.2. Estrés provocado por inmovilización
Una serie de trabajos demuestran como durante la inmovilización, un tipo de estrés
neurogénico, fundamentalmente se incrementa la liberación de OT a la circulación sanguinea
(Gibbs, 1986; Miaskowski y col., 1988; Romero y col., 1993). Menos son los autores que
describen cambios referentes a AVP durante inmovilización (De Goeij y col., 1991). Los
anteriores estudios indican que la inmovilización produce una activación de las neuronas
oxitocinérgicas, o almenos de su liberación.
Tras el procesamiento inmunocitoquimico para 1GW no se observaron cambios
aparentes ni en la distribución ni en la intensidad del marcaje comparando los animales
estresados (15 mm y 45 mm) con los controles. Sin embargo, si se observó un incremento
en la inmunoreactividad para la ACTH durante el estrés, en concordancia con estudios
anteriores (Orr y col., 1990; Wu y Childs, 1991; Sasaki y col., 1990). La ausencia de
cambios en el marcaje para IGF-I en el SHN durante la inmovilización sugiere que la
expresión de IGF-I-IR en el SHN no es regulada por los mismos factores que inducen la
activación de la liberación de OT durante el estrés causado por la inmovilización.
2.2.3. Deshidratación.
La hiperosmolaridad originada tras 24 horas de ingestión de agua salada (2% NaCí)
indujo un incremento en la la expresión del péptido IOF-I y la de su ARNm, presentando el
mismo patrón de colocalización con AVP y OT que el descrito tras la administración de
colchicina. El hecho de que la coexistencia de IOF-I-IR con las neurohormonas sea
equivalente durante deshidratación y administración de coichicina, hace pensar en alguna
posible conexión entre en ambas situaciones. La administración icv de distintas dosis de
colchicina origina un almacenamiento de las hormonas neurohipofisarias en los somas y
axones del SHN al inhibir su transporte y liberación (Norstrém y Hansson, 1973; Norstróm
y col., 1971; Parish y col., 1981; Peña y col., 1988). Altas dosis de colchicina causan
importantes traumatismos locomotores (cuadriparalisis), así como alteraciones en los
comportamientos de ingesta de bebida y alimentos (Norstróm y Hansson, 1973; Norstróm
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y col., 1971; Parish y col., 1981; Peña y col., 1988; Dasheiffy Ramirez, 1985). Todo ello
puede indicar que el incremento en IOF-I-IR en neuronas magnocelulares de ratas tratadas
con colchicina descrito anteriormente podría reflejar, además de una inhibición del transporte
axonal, una respuesta a la posible hiperosmolaridad originada por la deficiente toma de agua
observada en estos animales.
Los cambios observados en la expresión de IOF-I parecen ser específicos del SHN,
ya que los niveles de inmunoreactividad para IOF-I en la corteza cerebral y en el plasma no
experimentaron alteraciones. El incremento del IGF-I hipotalámico junto con la ausencia de
modificaciones en los niveles circulantes de IGF-I-IR durante la estimulación osmótica
sugieren que IOF-I, más que una acción endocrina sistémica, ejerza una acción local
paracrina o autocrina en la plasticidad o actividad del SHN. Los mecanismos por los cuales
se incrementan los niveles de IGF-I (ARNm y péptido-IR) específicamente en el hipotálamo
no han sido determinados en el presente estudio. Un incremento de la transcripción del gen
de IOF-I parece ser el mecanismo más probable, aunque otros factores como un incremento
de la estabilidad del ARNm o un aumento del procesamiento del pre-ARNm podrian
contribuir al aumento del ARNm de IGF-I. Aunque tampoco puede descartarse una
regulación a nivel de traducción, procesamiento postraduccional, degradación o secreción del
péptido IGF-I. Basándonos en los resultados inmunocitoquimicos, es probable que la
deshidratación estimule la síntesis de IGF-I en el SHN. Sin embargo, al no haber podido
detectar el ARNm de IGF-I mediante técnicas de hibridación ¡ti sitie, cabe la posibilidad que
IOF-I-IR detectado sea sintetizado en otras areas del hipotálamo y que este sea transportado
a las neuronas magnocelulares. Aunque menos probable, tambien es posible que el IGF-I-IR
visualizado por técnicas inmunocitoquimicas pudiera corresponda al péptido unido a sus
receptores o a sus IOFBPs.
En cuanto al ARNm de R-IGF-I, los animales deshidratados durante 24 horas no
mostraron cambios. Sin embargo, tras seis días de deshidratación se encontró un incremento
en la expresión del ARNm de R-IGF-I en neuronas magnocelulares del núcleo supraóptico
sin observarse cambios en el núcleo paraventricular. El hecho de que no evidenciaramos
cambios tras deshidratación aguda indica que para que se afecte la transcripción de los
receptores es necesario un mantenimiento prolongado del estímulo. Esto sugiere la posibilidad
de que factores secundarios inducidos por la deshidratación sean los desencadenantes de las
alteraciones del ARNm de R-IOF-I. En este sentido, el aumento de IOF-I observado durante
la deshidratación aguda podría participar en la inducción de la expresión de sus propios
receptores, como se ha descrito para otros factores tróficos (Fusco y col., 1991; Holtzman
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y col., 1992; Nishizuka y AraL 1992).
El incremento de la señal de hibridación tan sólo fue observada en el núcleo
supraóptico, sin apreciarse cambios en el paraventricular. Una serie de trabajos evidencian
una respuesta heterogénea del SHN ante estimulación osmótica (Burbach y col., 1984;
Negro-Vilar y Samson, 1979). La ingestión de soluciones hipertónicas induce una mayor
respuesta en la actividad metabólica y expresión de neurohormonas en neuronas
magnocelulares del núcleo supraóptico que las del núcleo paraventricular (Sherman y col.,
1986; Lepetit y col., 1992; Roberts y col., 1993). Por otro lado, la hiperosmolaridad
incrementa la incorporación de 3H-citosina (George, 1973) y de 3H-tirosina selectivamente
en el núcleo supraóptico (Murray, 1967). La respuesta diferencial en la expresión de genes
del SHN ante la estimulación osmótica revela una heterogeneidad funcional de las neuronas
magnocelulares. Subpoblaciones magnocelulares de los núcleos supraóptico y paraventricular
podrían reflejar diferencias en sus aferencias, especificas para distintos tipo de estimulación,
siendo la estimulación osmótica una señal mas eficaz en el núcleo supraóptico (Meeker,
1991; Roberts y col., 1993). De este modo, la aparente ausencia de modificaciones en la
expresión del ARNm del R-IGF-I en el núcleo paraventricular durante la deshidratación
podría ser debida a pequeñas alteraciones por debajo del limite de deteción o a una ausencia
de respuesta.
El incremento en la expresión del ARNm del R-IGF-1 en el núcleo supraóptico fue
acompañado por un aumento en la intensidad de la inmunoreactividad para c-Fos en las
mismas células. La detección inmunocitoquimica de la proteína c-Fos como marcador de
actividad célular es una técnica muy útil en el estudio de sistemas neuroendocrinos (Hoffman
y col., 1993; Sagar y col., 1988; Lafarga col., 1992). En el presente estudio, utilizamos
dobles marcajes con técnicas inmunocitoquimica para c-Fos e hibridación iii sitie para el
ARNm del R-IGF-I para identificar neuronas activadas durante la deshidratación que
expresaban el gen de R-IGF-I. La colocalización de ambas moléculas indica que el gen de
R-IOF-I se induce en neuronas magnocelulares activadas por la hiperosmolaridad. En el
mecanismo de induccion de c-Fos en neuronas magnocelulares podría estar implicado el
propio IGF-I hipotalámico, ya que se ha demostrado que este péptido es capaz de inducir la
expresión del factor de transcripcion c-Fos en neuronas postmitóticas (Heidenreich y col.,
1993).
Es bien conocido que el SNC adulto de los mamiferos posee una plasticidad
estructural ante diversos estímulos fisiológicos. El sistema oxitocinérgico hipotalámico, y en
menor medida el vasopresinérgico, ofrecen un buen ejemplo de sistemas neuronales con
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potencialidad plástica en el adulto en respuesta a estímulos fisiológicos (Theodosis y Poulain,
1993; Marzban y col., 1992; Theodosis y Poulain, 1987; Perlmutter y col., 1985; Chapman
y col., 1986; Dyball y Ganen, 1988; Sánchez-Toscano y col., 1989). Bajo condiciones
fisiológicas específicas, como son la deshidratación aguda y prolongada, se inducen
modificaciones reversibles en las relaciones estructurales entre neuronas y células de glia,
así como en la arquitectura de la circuitería sináptica de las neuronas magnocelulares
hipotalémicas. El hecho de que IOF-I juegue un papel en el crecimiento y diferenciación de
neuronas y células de glía en hipotálamo fetal en cultivo (Torres-Alemán y col., 1990a) junto
con el incremento de la expresión de IGF-I y su localización con OT durante deshidratación,
sugiere una posible participación de dicho péptido en el fenómeno de plasticidad inducida por
hiperosmolaridad en el adulto.
Por otra parte, la estimulación osmótica activa el SHN induciendo un incremento en
la síntesis y liberación de las hormonas neurohipofisarias, así como la de los péptidos que
coexisten con ellas (Cunningham y Sawchenko 1991; Sherman y col., 1988; McCabe y col.,
1990; Meister y col., 1990). Es posible que durante la deshidratación, el IGF-I hípotalámico
inducido por la osmolaridad se una a sus receptores localizados en los núcleos supraóptico
y paraventricular y actue sobre la actividad del SHN de un modo paracrino o autocrino. El
aumento de expresion de IGF-I podría reflejar una posible función moduladora sobre la
acción de otros péptidos o neurotransmisores del SHN durante la estimulación osmótica.
3. INTERACCIONES DE IGF-I CON AVP EN EL SHN
El contenido de AVP en el hipotálamo y cerebro anterior fue similar en los cuatro
grupos experimentalesdel experimento de administración kv de Ab-IGF-I (animalescontroles
con Ab-IGF-I/NRS y deshidratados con Ab-IGF-I/NRS). La concentración de AVP en el
hipotálamo y cerebro anterior de los gupos deshidratados durante 24 horas comparada con
los controles no varió significativamente. Negro-Vilar y Samson (1979) tampoco encuentran
diferencias en el contenido de AVP en estructuras hipotalámicas a los tres días de
deshidratación. Es probable que durante las primeras horas de deshidratación el incremento
de la síntesis de AVP (McCabe y col., 1990), se acompañe de un aumento en el transporte
axonal y liberación de la hormona, de tal forma que no se aprecien cambios en el contenido
del péptido. Tampoco se encontraron diferencias entre animales tratados con Ab-IGF-I con
respecto al los tratados con NRS, indicando que la administración del antisuero no presentaba
ninguna acción sobre el contenido de AVP en estas áreas.
En las neurohipófisis, tras 24h de estimulación osmótica, se apreció una reducción
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en los niveles de AVP de los animales tratados con NRS que no fue estadisticamente
significativa. Aunque son muchos los estudios que muestran una deplección de AVP y OT
en la neurohipófisis durante deshidratación (Renaud y Bourque, 1991; Hantton, 1990;
Cunninghani y Sawchenko, 1991), en la mayoria de ellos emplean modelos de deshidratación
crónica, manteniendo los animales sin agua períodos de hasta 7 días o con agua salada hasta
14 días. Nosotros mantuvimos los animales con agua salada únicamente 24 horas, tiempo
suficiente para aumentar la síntesis y liberación de AVP (McCabe y col., 1990; Jones y
Pickering, 1969), a pesar de que se ha descrito que la ingestión de agua salada es un estímulo
menos potente que la deprivación de agua (Lepetit y col., 1992; Jones y Pickering, 1969).
Es posible que en las 24 primeras horas de la deshidratación un aumento de liberación de
AVP desde la neurohipófisis a la sangre este compensada con un aumento de la síntesis y
transporte de AVP desde los somas magnocelulares hasta sus terminales en la neurohipófisis,
sin aparentar cambios en la inmunoreactividad de AVP en el lóbulo posterior de la hipófisis.
Unicamente se encontraron cambios en el contenido de AVP en las neurohipófisis de
ratas deshidratadas tratadas con Ab-IGF-I respecto a aquellas otras ratas controles tratadas
con Ab-IGF-l. Estos resultados junto con la presencia de tránscritos del ARNm del R-IOF-I
en neuronas vasopresinérgicas sugiere una posible acción reguladora de IOF-I en la liberación
de AVP durante la deshidratación. La disminución de la concentración de AVP en la
neurohipófisis de los animales tratados podría significar, bien una disminución de la llegada
de AVP desde el soma hasta sus terminales (reducción de la síntesis y transporte de AVP),
o bien un aumento en la liberación de AVP a la circulación sistémica. Esta última hipótesis
no pudimos verificarla ya que el antisuero que usamos para medir los niveles de AVP en los
distintos tejidos no era capaz de reconocer la AVP circulante en plasma, probablemente
debido a cambios estructurales de AVP en la sangre. Nosotros optamos por la segunda
hipótesis en base a dos razonamientos. Por un lado, la mayoria de veces que se encuentra
una disminución en la inmunoreactividad de las neurohormonas hipofisarias refleja un
incremento de su liberación (Renaud y Bourque, 1991; Hantton, 1990; Cunningham y
Sawchenko, 1991). Por otro, experimentos realizados con neurohipófisis in vitro han
mostrado que insulina 3.3KM es capaz de inhibir la libearción de AVP estimulada por K~
(Guzek y col., 1988), concentraciones tan altas de insulina probablemente estén actuando
através de los receptores de IOF-I. Si consideramos que i) la disminución de AVP en los
animales deshidratados tratados con Ab-IOF-I refleja un aumento de su liberación y u) la
administración icv de Ab-IGF-I neutraliza la actividad biológica del IOF-I endógeno
hipotalániico, los resultados obtenidos sugerirían que el IOF-I endógeno es capaz de inhibir
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la liberación de AVP durante la deshidratación lo que estaría de acuerdo con lo descrito por
Guzek y col. (1988). Si bien ha sido demostrado que anticuerpos administrados icv son
capaces de penetrar en el parénquima nervioso, pudiéndose localizar hasta 24 horas después
de su administración (Van der Zee y col., 1992; Burlet y col., 1987), quedaría por esclarecer
el tipo de acción biológica que ejercen los anticuerpos administrados sobre IGF-I. Estudios
anteriores de inmunización pasiva con antisueros contra IGF-I han mostrado,
mayoritariamente la neutralización de la acción biológica de IGF-I (Bicsak y col., 1990;
Ruselí y col., 1984; Gilhar y col., 1994), sin embargo, otros han indicado lo contrario, una
la potenciación de la accion biológica de IGF-I (Stewart y col., 1993). Sin tener evidencias
de si nuestros anticuerpos estan bloqueando o bien potenciando la acción biológica del IOF-I
hipotalámico, no podemos asegurar si el IGF-I endógeno esta inhibiendo o estimulando la
liberación de AVP durante la deshidratación.
Lo que si podemos sugerir, en base a i) la localización del IGF-I hipotalámico, u) la
coexistencia de sus receptores en neuronas vasopresinérgicas, iii) la regulación de IGF-I y
su receptore bajo distintas situaciones fisiológicas que afectan al sistema vasopresinérgico y
iiii) la posible acción de IGF-I sobre AVP, es que el IGF-I hipotalámico puede jugar un
posible papel regulador paracrino o autocrino sobre la liberación de AVP durante
estimulación del SHN ¡ti vivo. No podemos descartar una posible implicación de IGF-I en
el sistema oxitocinérgico, así como en los fenómenos de plasticidad que se desarrollan en el
SHN adulto. Estos resultados apoyan la idea de que diferentes condiciones fisiológicas





1.- En SNC de rata adulta se detectó inmunoreactividad para IGF-I en cerebelo,
hipotálamo y áreas corticales. El ARNm de IOF-I fue localizado fundamentalmente
en áreas olfativas y cerebelo. Los tránscritos de R-IGF-I se encontraron
principalmente en bulbo olfativo, áreas corticales, cerebelo, hipotálamo y órganos
circunventriculares.
2.- Las células de Purkinje del cerebelo de rata presentaban IOF-I-IR y los ARNm de
IGF-l y de su receptor. La localización subcelular de IOF-I-IR junto con la presencia
de tránscritos de IGF-I y de R-IOF-I en células de Purkinje sugiere que IOF-I pueda
actuar autocrina o paracrinamente sobre las mismas neuronas que sintetizan el
péptido. En cerebelo humano se detectó un intenso inmunomarcaje para IOF-I en
subpoblaciones de células de Purkinje, coexistiendo en ocasiones con LNGFR.
3.- El SHN de rata presentó un intenso inmunomarcaje para IGF-I tras administración icv
de colchicina. La inmunoreactividad para IGF-I se localizó en orgánulos implicados
en la secreción proteica de neuronas magnocelulares, coexistiendo principalmente con
OT. Los núcleos magnocelulares paraventricular y supraóptico también contenían
ARNm de R-IOF-I, sugiriendo una posible acción local del IOF-I hipotalámico sobre
estos núcleos.
4.- La administración icv de colchicina incrementó el inmunomarcaje para IOF-I en
neuronas no piramidales neocorticales y provocó la expresión de IGF-I-IR en el
complejo hipocampal, sin que se detectara IOF-I-IR en ningúna otra área del SNC.
El ARNm de IGF-I se localizó en bulbo olfativo y corteza piriforme. A diferencia de
la restringida localización del péptido IOF-I y su ARNm en el SNC, los tránscritos
de R-IGF-I se encontraron ampliamente distribuidos tanto en el SNC como en la
hipófisis, pudiendo ser dianas tanto del IGF-l sistémico como del endógeno.
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5.- En situaciones de disminución de la secreción de GR (envejecimiento y diabetes) se
originaron modificaciones en el patrón de inmunoreactividad para IGF-I en el SHN
y adenohipófisis. Durante el envejecimiento se observó un incremento de IGF-I-IR
en fibras nerviosas de la ziEM. En ratas diabéticas se detecto un aumento de
inmunoreactividad para IOF-I en neuronas magnocelulares hipotalámicas y células
adenohipofisárias, sin que otros neuropéptidos hipotalámicos presentaran cambios.
Los alteraciones observadas en el patrón de marcaje para IGF-I en el envejecimiento
y la diabetes podrían contribuir a la disminución de la secreción de OH descrita en
dichas situaciones.
6.- Animales sometidos a deshidratación aguda presentaron un incremento en los niveles
de IOF-I-IR en el SHN acompañado de un aumento de la expresión del ARNm del
IGF-I hipotalámico. Una estimulación osmótica prolongada incrementó la acumulación
del ARNm de R-IGF-I en neuronas magnocelulares del núcleo supraóptico. Otros
estímulos del SHN, como son preñez, lactancia y estrés, no provocaron variaciones
en los niveles de IOF-I.
7.- La localización del ARNm de R-IGF-I en neuronas vasopresinérgicas junto al hecho
de que la administración icv de anticuerpos a-IGF-I causó una disminución en los
niveles de AVP neurohipofisario durante deshidratación sugieren una posible acción
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